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EXTRATO

FERNANDES, Andreia Varmes, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 1999. Clonagem e caracterizagdo molecular de dois
Begomovirus que infectam Sida rhombifolia. Orientadora: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes. Conselheiros. Francisco Murilo Zerbini Jinior e
Maurilio Alves Moreira.

A familia Geminiviridae é constituida por virus de plantas que possuem
genomas de DNA circular de fita simples. Atualmente, esta dividida em trés
géneros, Mastrevirus, Curtovirus e Begomovirus, de acordo com o0 inseto
transmissor, o tipo de hospedeiro e a organizagéo do genoma, possuindo um ou
dois componentes. A presenca de geminivirus em plantas de Sda rhombifolia
com sintomas de infecgdo viral foi detectada, em nivel molecular, por PCR e
“Southern blot”. O virus proveniente de uma das amostras de Sda rhombifolia
foi propagado em Nicotiana benthamiana via biolistica, induzindo o sintoma de
mosqueado. O componente A desse virus foi clonado, sequienciado e submetido a
andlise de comparacdo de sequéncias, a qual indicou tratar-se de um novo
Begomovirus. Pela analise filogenética, esse componente foi classificado como
pertencente a um Begomovirus do hemisfério ocidental, que foi denominado

virus do mosqueado de Sda, SMoV. Entretanto, 0 componente B cognato desse
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virus ndo foi encontrado. Uma segunda amostra de Sda rhombifolia com
sintoma de mosaico foi utilizada para clonagem direta do componente A, por
meio de amplificagdo do componente gendmico completo, utilizando-se
iniciadores especificos. O componente A foi clonado e sequienciado, e a andlise
da sequiéncia indicou a classificagdo como Begomovirus do hemisfério ocidental,
sendo denominado virus do mosaico amarelo de Sda, SYMV. Ambos os virus
(SMoV-A e SYMV-A) foram inoculados em plantas indicadoras por biolistica,
mas nenhuma planta apresentou sintoma de infecgdo viral. Tais resultados foram
coerentes com a classificacdo filogenética dos dois novos Begomovirus,
indicando que, provavelmente, SMoV e SYMV possuem dois componentes,
embora o componente B de SYMV e SMoV nédo tenham sido detectado em
amostras de Sda com sintomas. Ensaios de infeccdo mista evidenciaram que
SMoV-A é funcional e se move sistemicamente em Nicotiana benthamiana na
presenca de proteinas de movimento heterdlogas, fornecidas in trans. SMoV-A
foi detectado por “ Southern blot” em folhas apicais de N. benthamiana infectada
com TGMV-A, TGMV-B e SMoV-A. A identificacdo de pelo menos dois hovos
Begomovirus em Sda rhombifolia indicou que esses virus sdo facilmente
adaptados a essas plantas. A ocorréncia de ambos 0s virus em uma mesma planta
pode facilitar a recombinacdo interespécie, contribuindo para o processo

evolutivo dessa familia de fitovirus.



ABSTRACT

FERNANDES, Andreia Varmes, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
november of 1999. Cloning and molecular characterization of two
Begomovirus infecting Sida rhombifolia. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes. Committee Members. Francisco Murilo Zerbini Junior and Maurilio
Alves Moreira.

The Geminiviridae family comprises a group of plant viruses that are
packaged as single-stranded circular DNA in virions. The species of this family
fal into three genus, Mastrevirus, Curtovirus and Begomovirus, based on the
insect vector, host range and genome organization which can be either
monopartite or bipartite. We have detected geminivirus in Sda rhombifolia
plants by PCR and Southern Blots. The virus from one of the Sda samples has
been successfully propagated in Nicothiana benthamiana using a biolistic
infection assay and developed a mottle symptom phenotype in these plants. |
have cloned and sequenced the A-component of the Sda rhombifolia mottle
geminivirus and showed by sequence comparison analysis that it is a new species
of Begomovirus from West Hemisphere. The taxonomy of the new virus was
confirmed by phylogenetic analysis and the virus was named SMoV, Sda mottle

virus. However, attempts to clone its B component have not been succeeded. A



second sample of DNA from infected Sda rhombifolia showing mosaic
symptoms was directly used to amplify the full genome of the virus with specific
primers, which were designed from partial sequencing analysis. Sequence
comparison and phylogenetic analyses of the cloned viral component classified
the Sda rhombifolia mosaic geminivirus as new specie of the Begomovirus
genus, aso from the West Hemisphere, named SYMV, Sda yellow mosaivc
virus. The cloned components of the viruses SMoV and SYMV failed to infect
and develop symptoms in severa plants, including S. rhombifolia and N.
benthamiana. These results are consistent with the taxonomic classification of
the new viruses, indicating that most likely these viruses are bipartite, even
though previous results have failed to detect a SYMV B-component in infected
Sda. Multiple infection assays demonstrated that the cloned SMoV-A
component is infectious, if compatible movement functions are provided in trans.
In fact, SMoV-A DNA was detected in young non-inoculated leaves of N.
benthamiana, which were infected with the combination of TGMV-A, TGMV-B
and SMoV-A. The detection of at least two new Sda rhombifolia-infecting
geminivirus indicated that these viruses are well adapted to this host. Therefore,
the possible co-existence of the two viruses in the same host may facilitate
interspecies recombination, which has been proposed to contribute majority to

the evolution and emergence of new species of geminivirus.

Xi



1. INTRODUCAO

Geminiviridae € uma familia de fitovirus caracterizada por morfologia de
capsideo icosaédrico geminado, pequeno genoma de DNA circular de fita
simples e vasta gama de hospedeiros. Esta familia é classificada em trés géneros,
de acordo com a sua gama de hospedeiros (mono ou dicotiledéneas), inseto-vetor
(cigarrinha, ou mosca-branca) e organizacdo do genoma (mono ou
bissegmentado). Os geminivirus bissegmentados descritos apresentam bastante
similaridade quanto a organizacdo do genoma, sendo constituidos de dois
componentes, designados A e B. O componente A codifica as proteinas virais
requeridas para replicacdo, AC1 (Rap) e AC3 (Ren); transcricdo do DNA viral,
AC2 (TrAP); e encapsidacdo do genoma viral, AV1 (CP). O componente B
codifica as proteinas BC1 (MP) e BV1 (NSP) envolvidas no movimento do virus
na planta. Ambos os componentes possuem regido intergénica (IR), conhecida
como regido comum (RC), que inclui um segmento de 180 a 200 nucleotidios de
segiiéncia altamente conservada entre os dois componentes da mesma espécie.
Entre geminivirus diferentes, IR € completamente divergente, mas possui
elemento conservado com potencial para formar uma estrutura em forma de
grampo, que constitui um dominio funcional de replicacdo (LAZAROWITZ,
1992).



Geminivirus pertencem a um dos dois grupos de virus de plantas descritos
gue replicam no nucleo de células de plantas infectadas, via intermediarios de
DNA. Além disso, os genes virais sdo transcritos pela RNA polimerase Il e os
RNAs virais, poliadenilados. Essas caracteristicas fazem dos geminivirus
excelentes sistemas para 0 desenvolvimento de vetores de expressdo em plantas e
para 0 estudo da regulacdo de genes e replicacdo de DNA de plantas (DAVIES e
STANLEY, 1989; LAZAROWITZ, 1992).

Todos os geminivirus empregam a mesma estratégia geral para duplicar e
expressar seus genomas. Por meio do mecanismo de replicacdo circulo-rolante,
DNA vira fitasimples é convertido em DNA fita dupla, que serve como moldes
replicativos e transcricionais. A forma fita dupla € divergentemente transcrita na
regido intergénica 5', que também inclui a origem de replicacédo da fita positiva
do virion (HANLEY-BOWDOIN et a., 1999).

O interesse por geminivirus ndo se restringe a sua potencialidade como
modelo de estudo de processos celulares basicos, uma vez gque esses virus estéo
associados a epidemias devastadoras em plantacOes de tomate, feijdo e pimenta
nas Americas (SIMONE et al., 1990; HIDAYAT et al., 1993). Em alguns casos,
a incidéncia de geminivirus pode ser t&80 severa, que certas culturas nem se
desenvolvem, como € o caso da acdo do African cassava mosaic virus (ACMV) e
do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) no hemisfério leste. Atualmente, os
geminivirus transmitidos por mosca-branca se tornaram um dos maiores grupos
de fitopatdgenos nas regifes tropicais e subtropicais, ressaltando-se que o
controle desses virus depende exclusvamente do uso de inseticidas
(ANDERSON e POLSTON, 1997). O aumento da incidéncia de geminiviroses
nessas regioes se deve, principalmente, a introducdo de uma nova espécie de
mosca-branca, Bemisia argentifoli, que coloniza solanaceas muito mais
eficientemente que as espécies entdo existentes na América do Norte
(ANDERSON e POLSTON, 1997). Além da expansdo do inseto transmissor, a
emergéncia de geminivirus em todo o mundo tem sido associada a coexisténcia
de geminivirus em hospedeiros comuns, possibilitando a recombinacdo

interespécie, como processo evolutivo. De fato, diversos geminivirus coexistem



em plantas de ervas daninhas e ornamentais, tal como Sda rhombifolia. Tais
ervas daninhas séo consideradas reservatOrios naturais para geminivirus, a partir
das quais as culturas economicamente importantes parecem ser infectadas
(GILBERTSON et al., 1993; HOFER et al., 1997). FreqUentemente, plantas de
Sda rhombifolia sdo colonizadas por moscabranca, um dos agentes
transmissores dos geminivirus, o que provavelmente constitui a origem de varias
epidemias de geminivirus (GILBERTSON et al., 1993). Recentemente, foram
descritos trés novos geminivirus gque infectam Sda rhombifolia na América
Central, sendo o virus do mosaico dourado da Sda de Costa Rica (S GMV-Co)
capaz de infectar feijoeiros e tomateiros (HOFER et a., 1997). Essas
observagbes evidenciam a importancia em se caracterizar o complexo de
geminivirus detectado previamente em Sda rhombifolia na regido de Vicosa.
Assim, os estudos aqui propostos visam a clonagem e a caracterizagdo molecular
desses novos virus, bem como a andlise de pseudo-recombinantes com

componentes virais clonados de diferentes amostras de plantas sintomaticas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia Geminiviridae

Geminivirus sdo transmitidos naturalmente por insetos-vetor, que podem
ser mosca-branca (Bemisia tabaci e argentifoli), ou cigarrinha (Cicadulina spp.).
Conforme inicialmente demonstrado para o virus transmitido por mosca-branca,
Bean golden mosaic virus (BGMV-PR) (GOODMAN, 1977), e para o0 Maize
streak virus (MSV) transmitido por cigarrinha (HARRISON et a., 1977), os
genomas de geminivirus consistem de DNA circular fita simples (ssDNA),
podendo ser constituidos de uma ou duas moléculas com tamanhos entre 2,4 e
30 x 10° nuclectidios (HANLEY-BOWDOIN et a., 1999). A familia
Geminiviridae esta atualmente dividida em trés géneros, Mastrevirus,
Begomovirus e Curtovirus, de acordo com o inseto transmissor, o tipo de
hospedeiro e a organizacéo do genoma (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999).

Os geminivirus pertencentes ao género Begomovirus sdo transmitidos por
mosca-branca (STANLEY e GAY, 1983, FRISCHMUTH et a., 1990) e
infectam dicotiledéneas. Os membros desse género possuem Seus genomas
constituidos de dois componentes, denominados DNA A e DNA B, embora

algumas excecdes, como o Tomato leaf curl virus (TLCV-Au), cujo genoma é



monossegmentado, tenham sido descritas (BRIDDON et al., 1994). Nos
Begomovirus bissegmentados, ambos 0s componentes s80 requeridos para
infeccdo sistémica de plantas (HAMILTON et al., 1983; KLINKENBERG e
STANLEY, 1990; PADIDAM et a., 1995b). O DNA A codifica o gene da
proteina do capsideo e os genes envolvidos na replicagdo do genoma viral e na
transativagdo dos genes virion-senso, e 0 DNA B codifica duas proteinas de
movimento. Os Begomovirus identificados no hemisfério ocidental, Tomato
golden mosaic virus (TGMV), BGMV e o Bean dwarf mosaic virus (BDMV) séo
mais estreitamente relacionados do que aqueles virus encontrados no hemisfério
oriental, como o Tomato yellow leaf curl virusisolado de Israel (TYLCV-Is) eo
ACMYV. Todos os Begomovirus do hemisfério ocidental séo bissegmentados e
n&o codificam o gene denominado V1 (PALMER e RYBICK, 1998). O produto
desse gene funciona como proteina de movimento (PADIDAM et al., 1995b) e,
provavel mente, constitui um dos fatores que tém permitido alguns Begomovirus a
dispensar seus DNA B em certos hospedeiros (RY BICKI, 1994).

Os Curtovirus, representados pelo virus do encarguilhamento do apice da
beterraba (BCTV), ocupam posicdo intermediaria entre os Mastrevirus e 0s
Begomovirus, com a ressalva de que possuem genomas monossegmentados e séo
transmitidos por cigarrinha. Baseado em andlises filogenéticas das sequéncias
virais, tem sido proposto que os Curtovirus surgiram como resultado de um
evento de recombinagdo entre um ancestral Mastrevirus e um Begomovirus
(RYBICKI, 1994).

Os Mastrevirus, representados pelo MSV, e o Wheat dwarf virus (WDV)
sdo constituidos de genomas de componente Unico e, geralmente, infectam
monocotileddneas. Com excecdo do Tobacco yellow dwarf virus da Austrdia
(TYDV-Au) (MORRIS et al., 1992) e do Bean yellow dwarf vrus (BeYDV) (LIU
et a., 1997), capazes de infectar plantas dicotiledoneas, todos os Mastrevirus sao
transmitidos por diferentes espécies de cigarrinhas.

O genoma viral codifica proteinas especificas envolvidas no inicio da
replicacdo, transativagdo dos promotores dos genes virion-senso, producdo de
ssDNA e fungdes de movimento do virus (PALMER e RYBICK, 1998). Andlise



comparativa de seqiiéncia de diferentes genes virais revelou caracteristicas
conservadas entre todos os trés géneros da familia Geminiviridae, assm como
caracteristicas que sdo género-especificas (RYBICKI, 1994). Os Begomovirus
parecem ser mals complexos quanto a organizagdo gendmica e aos mecanismos
regulatérios. Em alguns casos, a maior complexidade do genoma vira reflete o
aparecimento de genes extras, com 0 objetivo de aumentar a eficiéncia de
definidas funcbes virais. Nesses casos, tais genes extras codificam proteinas
acesstrias envolvidas em fungdes similares, comuns a todos os geminivirus. Por
exemplo, o gene AC3 codificado pelo genoma de Begomovirus ndo possui
homaologo em Mastrevirus. A proteina AC3 de Begomovirus aumenta a eficiéncia
de replicacdo do virus (ELMER et a., 1988; SUNTER et a., 1990).

Todos os geminivirus contém uma regido intergénica (IR) de onde se
inicia a transcrigao dos genes virais, nas fitas complementares e no virion-senso
(STANLEY e GAY, 1983; HAMILTON et al., 1984). A IR contém seqUéncias
promotoras que sdo reconhecidas pela RNA polimerase 1l, responsavel pela
transcricdo divergente dos genes, e também contém a origem de replicacédo da
fita positiva. IR de todos os geminivirus contém uma seqiiéncia repetidainvertida
que é capaz de formar uma estrutura em forma de grampo, requerida para
replicacéo (OROZCO et d., 1996). Uma sequiéncia conservada de 9 nucleotidios,
encontrada na al¢a da estrutura em forma de grampo, representa a seqiiéncia em
gue a proteina iniciadora de replicacdo (AC1) induziu uma clivagem especifica
na fita positiva do genoma viral parainiciar areplicacéo circulo-rolante (LAUFS
et al., 1995b; STANLEY, 1995).

2.2. Proteinasvirais

A capacidade codificadora dos genomas virais varia entre os membros dos
diferentes géneros dos geminivirus. Os Mastrevirus codificam quatro genes com
a capacidade de producéo de polipeptidios maiores que 10 kDa, enquanto os
Curtovirus e os Begomovirus codificam de sels a sete genes (HANLEY-
BOWDOIN et al., 1999).



Os Begomovirus consistem tipicamente de dois componentes, que sao
requeridos para infeccdo (STANLEY, 1983; HAMILTON et a., 1983). O
componente A contém 5 genes, sendo 4 (acl, ac2, ac3 e ac4) codificados por
segiiéncias sobrepostas na fita complementar e 1 gene (arl) codificado pela fita
do virion. O componente B codifica 2 genes, 1 gene (bcl) nafita complementar e
outro (bvl) na fita do virion (ELMER et al., 1988, ETESSAMI et al., 1988 e
1991). O gene acl codifica a proteina AC1, também denominada RAP
(“Replication Associated Protein”), que é a Unica proteina viral, essencia e
suficiente para conduzir o processo de replicagdo na presenca de fatores do
hospedeiro (HANLEY -BOWDOIN, 1989). Nos Curtovirus, o gene c1 codifica a
proteina homologa a RAP, enquanto nos Mastrevirus o produto dos genes cl e c2
desempenham a funcéo analoga de RAP. A proteina RAP se localiza no nucleo
de células de plantas infectadas (NAGAR et a., 1995), onde desempenha papel -
chave na replicacéo e transcricdo de geminivirus (LAUFS et a., 1995a). RAP
confere reconhecimento virus-especifico de sua origem cognata de replicacdo e
inicia replicacdo da fita positiva (HEY RAUD-NITSCHKE et al., 1995; LAUFS
et a., 1995b; OROZCO e HANLEY-BOWDOIN, 1996). Alem disso, RAP
reprime sua prépria expressdo em nivel de transcricdo (SUNTER et al., 1993;
EAGLE et a., 1994). RAP também induz a expresséo do fator de sintese do
DNA do hospedeiro, PCNA, em células que ndo se encontram em processo de
divisdo celular (NAGAR et a., 1995), possivelmente por meio de interagbes com
a maquinaria do ciclo celular da planta. Foi também demonstrado que RAP de
TGMYV interage com um homologo de proteina de retinoblastoma, recém-isolado
de milho (ACH et al., 1997), e que a proteina de replicacdo dos Mastrevirus
interage com proteinas de retinoblastoma de seres humanos (XIE et al., 1995;
COLLIN et ., 1996).

Esses resultados indicaram que as proteinas de Mastrevirus e Begomovirus
interagem com proteinas envolvidas no controle do ciclo celular do hospedeiro,
promovendo a associacdo entre os ciclos de replicacdo dos DNA celular eviral.

A proteina RAP de geminivirus contém 3 sequéncias de aminoécidos

conservadas, que estéo relacionadas a motivos encontrados em proteinas



iniciadoras do circulo-rolante em outros sistemas (ILYNA e KOONIN, 1992;
KOONIN et al., 1991). Coerente com observacdo, a proteina RAP de
TYLCV especificamente cliva uma sequiéncia conservada na al¢a da estrutura em
forma de grampo, presente em todos os geminivirus, e, subseqlientemente, ligaa
fita positiva do DNA viral (LAUFS et al., 1995b). A atividade clivagem/ligacéo
foi também detectada na proteina RAP de WDV e TGMV (HEYRAUD-
NITSCHKE et a., 1995; OROZCO e HANLEY-BOWDOIN, 1996 e 1998).
Recentemente, tém sido identificados os dominios e os aminoéacidos que mediam
as diferentes funcdes da proteina RAP. O N terminal da proteina RAP de WDV,
TYLCV e TGMV ¢é suficiente para suportar a clivagem e a ligagdo do DNA in
vitro (HEYRAUD-NITSCHKE et al., 1995; OROZCO et a., 1997). Entretanto,
muito pouco se sabe sobre o C teminal das proteinas RAP. A Unica atividade
bioquimica que tem sido atribuida a essa regi&o € atividade de hidrolisar ATP
(DESBIEZ et al., 1995). Esse dominio de ATPase foi mapeado na proteina RAP
do TGMV, a qual selocalizava entre os aminoacidos 182 e 352 (OROZCO et d.,
1997).

A proteina AC3/C3, designada REN (“Replication Enhancer”), aumenta o
acumulo de DNA viral de geminivirus do género do Curtovirus e Begomovirus,
por meio de um mecanismo ainda ndo conhecido (ELMER et al., 1988; SUNTER
et al., 1990). Essa proteina também se localiza no nucleo das células infectadas
em niveis similares aos da proteina RAP (PEDERSEN et al., 1994; NAGAR et
a., 1995), indicando que ela deve agir com RAP durante a iniciagdo da
replicacéo do DNA viral. Tém sido demonstrado que a proteina AC3 de TGMV e
BGMV, aém de oligomerizar, interage com RAP (SETTLAGE et a., 1996).
Interacdo com RAP deve ser necesséria para recrutar AC3 para a origem, onde
ela afeta algum aspecto dainiciacdo de replicacdo. Essaidéia é consistente com a
observacdo de que AC3 ndo exibe atividade de ligagdo a0 DNA
(DePAMPHILIS, 1988).

A proteina AC2/C2, também designada TrAP (“ Transactivator Protein”), é
uma proteina nuclear que, nos Begomovirus, transativa a expressao de genes da

fita positivado DNA viral, de maneira virus ndo especifica (SUNTER e BISARO



et a., 1991). Foi demonstrado que AC2 de TGMV transativa a expressdo dos
promotores dos genes da proteina do capsideo e da proteina de movimento BV1
(SUNTER e BISARO et a., 1992). Em plantas transgénicas contendo versbes
completas e truncadas do promotor da proteina do capsideo fundidas a genes
reporteres, AC2 é requerida para expresséo do gene repérter em ambos os tecidos
do mesofilo e do floema (SUNTER e BISARO et al., 1997). Recentemente, foi
identificado um elemento em cis envolvido na mediagdo da transativacéo do gene
da proteina do capsideo em Pepper huasteco virus (PHV) (MEDRANO et d.,
1999). Quando essas sequéncias regulatorias foram mutadas em seu contexto
origina (promotor truncado com 115 nucleotidios), esse promotor perdeu sua
habilidade em ser transativado por AC2. Além disso, foi demonstrado que a
infeccdo por ACMYV é capaz de ativar um transgene que esta sob o controle do
promotor AV1 (HONG et a., 1996). No entanto, 0 mecanismo de atuacéo de
AC2/C2 para ativagao da transcricdo permanece a ser elucidado. Embora AC2 de
TYLCV e AC2 de Pepper yellow mosaic virus (PYMV) liguem a DNA fita
simples com alta afinidade, tais proteinas ligam a DNA fita dupla com baixa
afinidade. Acredita-se que seus dominios de ligagdo, que s&o ricos em cisteinas e
histidinas, possuam um dedo de zinco para mediar sua ligagdo a0 DNA
(SUNTER eBISARO et al., 1992).

A proteina AC4, codificada pelo gene AC4 localizado no interior do gene
ACl1 e presente nos Begomovirus bissegmentados e monossegmentados e nos
Curtovirus, € uma proteina de aproximadamente 10 kDa. Um mutante de TGMV,
contendo um codon de terminacdo prematuro em AC4, possui um fendétipo
indistinguivel do selvagem quanto a sua capacidade de infectar sistemicamente
Nicotiana benthamiana. Esses resultados indicam que, provavelmente, AC4 néo
representa um gene funcional (ELMER et al., 1988). Experimentos em plantas
transgénicas, contendo fusdes de genes reporteres a promotores de ACL,
evidenciaram que AC4 fracamente regula o promotor de AC1 (GRONING et dl.,
1994; EAGLE et a., 1997), mas a significancia desses resultados néo esta clara,
uma vez que AC4 parece ndo exercer nenhuma funcdo bioldgica durante a
infeccdo (POOMA et al., 1996). Todavia, em Curtovirus, a ORF C4, homologo



de AC4, funciona como determinante de patogenicidade e parece afetar a diviséo
celular do hospedeiro (STANLEY e LATHAM, 1992).

A proteina do capsideo (AV1) dos geminivirus € a Unica proteina
estrutural e esta envolvida na transmisséo do virus por insetos. Essa fungéo foi
demonstrada em experimentos com virus quiméricos, nos quais 0 gene da
proteina do capsideo de dois virus, um transmitido por mosca-branca e outro por
cigarrinha, foi trocado (BRIDDON et al., 1990). Essa estratégia resultou em uma
mudanga de especificidade do vetor. Por meio de analises comparativas de
seqiiéncias, destacando-se 0 genoma de uma estirpe de "abutilion mosaic virus'
(AbMV) que n&o é transmitido por insetos-vetor, tem sido relatado que a regiéo
N terminal da capa protéica constitui o0 determinante de especificidade,
particularmente alguns ou todos os cinco aminoacidos finais dessa regido (WU et
al., 1996). No entanto, nenhuma evidéncia bioguimica e genética suporta tais
observacoes.

O componente B dos geminivirus bissegmentados codifica duas proteinas
BV 1 e BC1, que sdo consideradas duas proteinas de movimento, umavez gque na
auséncia delas os virus sdo incapazes de se movimentarem na planta hospedeira
(ELMER et a. 1988, ETESSAMI et a. 1988). Nos Begomovirus
monossegmentados e nos virus pertencentes aos Mastrevirus e Curtovirus, as
proteinas de movimento s denominadas V1 e V2 (HANLEY-BOWDOIN et
al., 1999). Essas proteinas dividem as funcdes no transporte a curta distancia de
geminivirus. Subdivisdo de funcbes entre as proteinas de movimento de
geminivirus tem sido confirmada por meio de ensaios bioquimicos de interacdo
proteina:DNA e da determinacdo da localizag&o subcelular das proteinas BC1 e
BV1 em células infectadas. Esses ensaios demonstraram que BC1 possui baixa
afinidade por acidos nucléicos e se localiza na periferia da célula, enquanto BV'1
se liga fortemente a0 DNA fita simples e se localiza no nucleo de células
infectadas (PASCAL et da., 1994; SANDERFOOT et da., 1996). Mais
recentemente, ROJAS et al. (1998) relataram que a atividade de ligacéo de BC1 e
BV1 de BDMV ao DNA é dependente da forma e do tamanho do fragmento de

DNA. Baseado nessas informacOes, estes Ultimos autores propuseram que O
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mecanismo de interagdo entre proteinas de movimento e o DNA viral constitui

fator de restri¢éo evolucionéria quanto ao tamanho do genoma de geminivirus.

2.3. Replicagéo e movimento

Geminivirus replicam seu genoma por meio do mecanismo circulo-rolante
no nucleo de células de plantas infectadas (STANLEY et al., 1995). O papel da
proteina RAP na replicacdo € andloga aquele do produto do gene a do
bacteriéfago f X174 (ROGERS et al., 1986), que causa a clivagem da fita de
polaridade positiva num sitio especifico e entdo se liga, covaentemente, a
extremidade 5 do DNA viral. O sitio de iniciacéo de replicacdo dos geminivirus
foi precisamente mapeado in vivo em uma seqiéncia conservada de nove
nucleotidios (TAATATT AC), que se localiza na al¢a da estrutura em forma de
grampo de todos os geminivirus (STANLEY et al., 1995). A sintese da fita
positiva de DNA inicia no interior dessa estrutura conservada, por meio da agéo
endonucleotidica de RAP que fornece 3'OH livre para DNA polimerase
(HANLEY-BOWDOIN et a., 1999).

A replicacdo de DNA dos geminivirus é dependente da maquinaria de
replicagdo do hospedeiro e pode ser dividida em 2 fases: 1) a converséo da fita
simples do virion em fita dupla, que serve como molde para transcricdo dos
genes virais; e 2) a producdo da fita ssmples de DNA do virion a partir da fita
dupla intermediaria. Pouco se sabe sobre a sintese da fita negativa vira para
formar o DNA fita dupla super-helicoidizado (LAUFS et a., 1995a). Um
iniciador associado ao virion foi encontrado encapsidado em geminivirus do
género dos Mastrevirus (HAYES et al., 1988).

A proteina RAP media o reconhecimento da origem de replicagdo, por
meio de interacdo especifica com seu sitio de ligagdo na fita positiva do DNA
viral, que consiste de um elemento de 13 pares de bases com duas seqiéncias
repetidas diretas (FONTES et al., 1994b). O sitio de RAP é requerido ndo so para
o reconhecimento da origem de replicacdo, como também para a regulacdo

negativa da transcricdo do seu gene acl/cl (EAGLE et a., 1997). Ensaios
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bioquimicos com a proteina RAP de TGMV demonstraram que ela se liga
especificamente a DNA fita dupla e simples (FONTES et a., 1994a), hidrolisa
ATP e catalisa a clivagem e ligagdo sequéncia-especifica do genoma vira
(LAUFS et d., 1995b). As proteinas AC1 e AC3 (RAP e REN) estéo envolvidas
em varias interacdes proteina-proteina, sendo a interacdo AC1-AC1 pré-requisito
para a ligacdo AC1-DNA (SETTLAGE et a., 1996). Coletivamente, essas
observacdes indicaram que a origem de replicacdo de geminivirus é composta de
pelo menos trés dominios funcionais: 1) uma estrutura em forma de grampo, que
€ reguerida para replicacdo, mas ndo contribui para o reconhecimento virus
especifico da origem; 2) um sitio especifico de ligagdo de alta afinidade para a
proteina AC1; e 3) pelo menos um elemento adicional que contribui para o
reconhecimento especifico da origem por transativadores virais (FONTES et al.,
19943, b).

Os efeitos patogénicos dos geminivirus ndo sdo resultados da replicacéo,
mas resultam da expansdo sistémica, no qual o virus move localmente de célulaa
célula e a longa distancia via floema. Os geminivirus Squash leaf curl virus
(SLCV) e ACMV sdo limitados ao floema e, por serem bissegmentados,
codificam duas proteinas requeridas para 0 movimento do virus na planta, BC1 e
BV1 (INGHAM et a., 1995). A proteina BV1, designada NSP (“Nuclear Shuttle
Protein”), liga a DNA fita simples (ssDNA), localiza-se no nucleo de células de
plantas infectadas e funciona como proteina que movimenta o ssDNA viral
recentemente replicado do nucleo para o citoplasma (SANDERFOOT et 4.,
1996; PASCAL et a., 1994). A proteina BC1, denominada MP (“Moviment
Protein”) é diretamente responsavel pelas propriedades de patogenicidade
(PASCAL et al., 1993). Ensaios em protoplastos de tabaco evidenciaram que
BC1 direciona 0 movimento vira por melo de uma interagdo cooperativa
proteina-proteina com BV 1, que a redireciona do nuicleo para a periferiada célula
(SANDERFOQOT et al., 1995; SANDERFOOT et al., 1996). Estudos de tecidos
de folhas de abobora infectadas com SLCV evidenciaram a presenca de tubulos
unicos em floemas néo-diferenciados, ausentes em plantas ndo-infectadas, ou em

plantas inoculadas com SLCV contendo BC1l mutantes, defectivos em
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movimento. Experimentos de marcagdo indicaram que BC1l esta associada
especificamente com esses tubulos. Assim também a proteina BiP, uma proteina
residente no reticulo endoplasmético, co-imunolocaliza com esses tubulos. Essas
observagdes indicam gue os tubul os foram derivados do reticulo endoplasmético.
Baseado nessas observages, foi proposto que BC1 de SLCV interage com RE
para formar canais para o movimento intercelular do complexo genoma
vira:BV1 (WARD et a., 1997). No entanto, experimentos de microinjecao em
células de plantas evidenciaram que BC1 do virus BDMV aumenta o limite de
exclusdo dos plasmodesmos como proteina classica de movimento e medeia o
movimento do genoma viral para a célula adjacente (NOUEIRY et al., 1994).
Esses resultados indicam que o mecanismo de acdo da proteina BCl é
independente de estruturas tubulares e que o movimento intercelular do virus
ocorre via plasmodesma. Embora esses resultados sgam aparentemente
contraditorios, eles podem refletir a natureza sistémica da infeccéo diferenciada
no caso de 2 virus tomados como modelo, SLCV e BDMV. Enquanto SLCV
esteve limitado ao floema, BDMV foi encontrado em células do mesofilo
(WANG et d., 1996).

2.4. Pseudo-recombinacéo entre Begomovirus

Um dos primeiros relatos sobre a ocorréncia de pseudo-recombinantes
entre geminivirus distintos foi feito por GILBERTSON et al. (1993). Esses
experimentos de troca de componentes gendmicos entre geminivirus
bissegmentados fornecem uma ferramenta para estudar funcdes dos genes de
geminivirus (VON ARMIN e STANLEY, 1992) e podem revelar relacOes
filogenéticas. Pseudo-recombinantes infecciosos foram produzidos entre os
geminivirus bissegmentados Tomato mottle virus (ToMoV) e BDMV, por meio
de troca de seus componentes gendmicos, via inoculagdo mecanica em plantas de
Nicotiana benthamiana. Uma vez que esses pseudo-recombinantes néo
induziram sintomas tdo severos como agueles induzidos pelas combinacOes

homologas, acredita-se que as combinagdes heterdlogas ndo devem interagir téo
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eficientemente como as homdlogas (GILBERTSON et al., 1993). As sequéncias
da regido comum (RC) de DNA A e B de um geminivirus possuem alta
homologia (>95%), e importantes seqUéncias regulatérias que agem em cis
interagem com AC1, que é necessario para replicacdo do DNA (ELMER et d.,
1988; FONTES et al., 1992). Distintos geminivirus bissegmentados com RCs
similares podem formar pseudo-recombinantes infeciosos, como mostrado em
BDMV e ToMoV (GILBERTSON et al., 1993). Diferentemente dessa situacao,
geminivirus com diferengas maiores que 25% em suas sequiéncias de nucleotidios
da RC ndo formam pseudo-recombinantes infecciosos, como mostrado em
TGMV e SLCV (LAZAROWITZ, 1991) e, ainda, nos virus ACMV isolado do
Quénia e isolado de India (STANLEY, 1995). Essas observacdes indicam que
segiéncias na RC correspondem a elementos em cis que sdo cruciais para que
ocorra transreplicagéo (FONTES et al., 1994a). Outra explicacdo para a falha de
pseudo-recombinacdo vidvel estaria relacionada com a incapacidade das
proteinas de movimento, codificadas pelo componente B, de interagirem
funcionalmente com 0 DNA A heterogenémico de um pseudo-recombinante,
bloqueando a infecgéo sistémica (SUNG et al., 1995). No entanto, tal hipotese €
menos aceitéavel, uma vez que foi demonstrado que tanto a proteina BV 1 guanto
a BC1 interagem com DNA dependente do tamanho e da forma especifica
(ROJAS et a., 1998). A falta de especificidade de seqiiéncias nessas interactes
DNA: proteinaindica que as proteinas de movimento ndo sao virus-especificas.
Experimentos de pseudo-recombinacdo realizados entre os virus AbMV e
Sda golden mosaic virus isolados da Costa Rica (SIGMV-Co), onde se verificou
que o DNA A de AbMV e o DNA B de SiIGMV-Co formaram pseudo-
recombinantes viaveis numa limitada gama de hospedeiro, em comparacdo com
as combinagdes homologas (HOFER et al., 1997). Tais resultados indicaram que
fatores codificados pelo hospedeiro séo necessérios para producéo de um pseudo-
recombinante viavel. STENGER et a. (1994) observaram que recombinantes
entre BCTV mostraram diferentes efeitos potogénicos e viruléncia em N.
benthamiana e Beta vulgaris L., também indicando influéncias de fatores do

hospedeiro. Recentemente, andlises de infectividade de pseudo-recombinantes
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entre os componentes A e B dos virus Cabbage leaf curl virus (CLCV) e SLCV
demonstraram que compatibilidade entre as origens de replicacdo ndo é
suficiente para causar doenca sistémica entre diferentes geminivirus com distinta
gama de hospedeiros. Embora as origens de replicagéo e as proteinas AC1 desses
virus sgam suficientemente similares (>80%) para permitir pseudo-
recombinantes infecciosos, a infeccdo viavel entre esses pseudo-recombinantes
depende do hospedeiro. Consequientemente, nesse caso a gama de hospedeiros
deve ser limitante, em nivel de movimento (HILL et a., 1998). Coletivamente,
tais observacdes indicaram que pseudo-recombinacdo entre geminivirus € um
fendmeno complexo que envolve interagbes entre fatores do virus e do

hospedeiro, como também combinagdes entre os DNA virais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e obtencdo de plantas sintomaticas

Plantas de Sda rhombifolia sintométicas foram identificadas na regido do
estabulo da Universidade Federal de Vicosa, e suas folhas foram coletadas em N,
liquido e armazenadas a -80°C até a extragdo de seu &cido nucléico.

Sementes de Nicotiana benthamiana, Nicotiana glutinosa, Nicotiana
xanthi, Solanum nigrum, Nicandra Physaloides e Sda spp. e os cultivares de
tomateiros Santa Clara, East Miller e LA 3474 foram germinados e
transplantados para copos plasticos, 5 dias apds o transplantio, foram
bombardeadas com os componentes gendémicos virais clonados e o DNA total de
plantas infectadas. Um dia posterior a inoculagdo, as plantas foram

transplantadas para vasos maiores para permitir o crescimento das plantas.

3.2. Extracao de DNA total de plantasinfectadas

Tecidos congelados de plantas de Sda rhombifolia foram macerados em
tampédo de extracdo para isolamento de DNA total, segundo o método descrito
por GILBERTSON et al. (1991a). Aproximadamente, 2 g de tecido foliar

infectado foram macerados em nitrogénio liquido e homogenei zados com 10 mL
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do tampdo (Tris-sHCl 10 mmol/L, pH 7,5, EDTA 10 mmol/L, SDS 1% (p/v),
b-mercaptoetanol 0,14 mmol/L) até o congelamento da mistura. O material
insolivel foi removido por centrifugacdo a 15.000 x g por 15 minutos, e ao
sobrenadante foi adicionado NaCl na concentragdo final de 1 mmol/L. Apds
incubagdo por 12 horas a 4°C sob leve agitacéo, a suspensdo foi centrifugada a
75.000 x g por 1 hora. As proteinas foram extraidas com fenol:cloroformio (1:1)
e os &cidos nucléicos, precipitados por isopropanol 50% (v/v). Apés a
centrifugacdo a 16.000 x g por 15 minutos, os acidos nucléicos foram lavados
com etanol 70% (v/v), secados a vacuo e ressuspendidos em TE (Tris-HCI 10
mmol/L, pH 8,0, EDTA 1 moal/), contendo 50 ng/ml de RNase. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos e estocadas a -20°C
(SAMBROOK et d., 1989).

Para extracdo de DNA total de Nicotiana benthamiana, Nicotiana
glutinosa, Nicotiana xanthi, tomateiros Santa Clara e LA 3474, o tecido
infectado foi macerado em N, liquido e homogeneizado com 150 L. de tampéo
de lise (EDTA 50 mmol/L, SDS 0,5% (p/v), NaCl 100 mmol/L, TrissHCl 50
mmol/L, pH 7,6, b-mercaptoetanol 10 mmol/L), sob vigoroso vértex por 2
minutos em temperatura ambiente. Adicionaram-se ao extrato 150 nL de fenol,
seguido de leve agitacdo e adicdo de 150 ni de cloroférmio. O material insoluvel
fol removido por centrifugacdo a 16.000 x g por 2 minutos e o sobrenadante,
reextraido com 150 ni de cloroférmio. Os écidos nucléicos foram precipitados
com 150 nL de isopropanol por 12 horas a temperatura de -20°C. Apés
centrifugacdo por 5 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 70% (v/v) e
ressuspendido em tampd TNE (TrisHClI 10 mmol/L, pH 7,6, NaCl 100
mmol/L, EDTA 1 mmol/L) contendo 10 ng/mL de RNase. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. Apds incubacdo, a amostra foi
extraida com fenol/cloroférmio (1:1) e o acido nucléico, precipitado com etanol
70% (v/v) por 10 minutos a -20°C. O precipitado foi lavado com etanol 70%

(v/v), secado a vacuo e ressuspendido em agua.
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3.3. Propagacao do virusvia biolistica

Uma das amostras de DNA total extraida de plantas infectadas foi
utilizada para propagagdo do virus em Nicotiana benthamiana pelo método
biolistico. Nesses ensaios, 25 nL da amostra de DNA total extraido de Sda
rhombifolia foram precipitados em microparticulas de tungsténio na presenca de
CaCl, 1 mal/L, espermidina 13 mmol/L e etanol 70% (v/v), que foram
depositadas em seis membranas carreadoras. Em seguida, estas membranas
foram colocadas no acelerador de particulas, recobertas com DNA extraido das
plantas infectadas e aceleradas a 920 ps contra plantas de Nicotiana
benthamiana. Um dia ap0s o bombardeamento, as plantas foram transplantadas
para vaso para permitir seu crescimento, transferidas para casa de vegetacéo e

observadas quanto ao aparecimento de sintomas.

3.4. Diagnostico das plantas sintomaticas

3.4.1. Amplificacéo por PCR

Os oligonucleotidios degenerados PAL1v1978 e PAR1c496, especificos
para o componente A e PCRcl e PBL 1v2040, especificos para 0 componente B,
conforme descrito por ROJAS et a. (1993), foram utilizados em PCR (Quadro
1). Esses oligonucleotidios amplificam um fragmento de 1,1 Kb no componente
A, que compreende parte de AC1, aregido comum, e parte de AV1; e de 0,6 Kb
no componente B, que compreende parte da proteina BC1l até o primeiro
nucleotidio daregido comum.

As condigdes de amplificagdo foram otimizadas para permitir a detecgdo
do virus, seguindo-se as seguintes condicdes de reages. incubag&o inicia de 1
minuto a 94°C, seguido por 30 ciclos consecutivos de 94°C por 45 segundos para
desnaturaco, 50°C por 1 minuto para anelamento e extensdo por 1 minuto e 30

segundos a 72°C.
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Quadro 1 — Oligonucleotidios degenerados para o componente A ou B

. - LA Regido
Oligonucleotidio Sequéncia amplificada
PAL1v1978 5 GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGTS3 Partede ARL, a

regido comum e
PAR1c496 5 GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGT3 umapartede AL1
PCRcl 5 CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCCA3Z Partede BL1 até o

primeiro

nucleotidio da
PBL1v2040 5 GCCTCTGCAGCARTGRGRTCKATCTTCATACAS  regido comum

* As regides sublinhadas correspondem ao sitio da endonuclease de restricdo
Pstl.

* Os oligonucleotidios nas posicoes degeneradas sdo representados por uma
unica letra do cédigo da ambiguidade da IUPAC: R=A, G; W=A, T; K=G, T;
Y=C, T;:eN=A,C,G, T.

As reagdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador MJ
RESEARCH Pdtier Therma Cycler 200. ApoOs os ciclos, as reacdes foram
submetidas a um periodo adicional de polimerizagdo de 10 minutos a 72°C. Cada
reacdo continha 30-50 ng de DNA extraido de plantas, 1 unidade de Tag DNA
polimerase e 20 pmols de cada oligonucleotidio em um volume de final de
25 nL. A estimativa do tamanho dos produtos de amplificacdo por e etroforese

em gel de agarose possibilitou o diagndstico.

3.4.2. Andlise de “ Southern blot”

Sondas especificas para o componente A foram preparadas a partir do
plasmidio recombinante pTG1,3A, que contém uma copia e meia do componente
A de TGMYV; para o componente B, a partir do plasmidio recombinante pTG 1,4
Kb, que contém uma cépia e meia do componente B do TGMV (HAMILTON et
al., 1984). O plasmidio pTG 1,3A foi digerido com Xhol e EcoRI (GIBCO/BRL),
liberando um fragmento de 1,1Kb, que corresponde a uma sonda especifica para

o componente A de geminivirus em reacOes de hibridizacdo. O plasmidio
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pTG14B foi digerido com Pstl, liberando um fragmento de 0,6 Kb, que
corresponde a uma sonda especifica para o componente B de geminivirus
bipartidos. Os produtos da digestédo foram separados em eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etidio, e os fragmentos especificos foram
purificados do gel por meio do “Kit Prep-A-Gene” (BIO RAD), conforme
recomendacdes do fabricante.

Aproximadamente, 50 ng de cada fragmento purificado foram marcados
com [¥*Pa-] dCTP pela técnica de oligonucleotidios aleatérios, utilizando-se o
“Kit Rediprime” (AMERSHAN). Os fragmentos radiomarcados foram utilizados
como sonda em reagdes de hibridizaco.

Amostras de DNA total, obtido de plantas sintomaticas a assintomaticas,
n&o digerido ou digerido com diversas enzimas de restri¢éo, foram separadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8%. Apds depurinagdo, desnaturacéo e
neutralizacdo, o DNA foi transferido, por capilaridade, para membrana de nailon
e imobilizado por luz ultravioleta (SAMBROOK, 1989).

A membrana foi pré-hibridizada por 30 minutos a 60°C em solucéo de
SSC (Solucdo Saturada de Citrato de Sodio) 6X (SAMBROOK, 1989), Ficoll
tipo 400 0,2% (p/v), polivinilpirolidina (PVP) 0,2% (p/v), albumina sérica bovina
(BSA) 0,2% (p/v), SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 1% (p/v), pirofosfato de
sodio 1% (p/v) e 1,2 ng de DNA de esperma de salméo por, no minimo, 2 horas.
A reacdo de hibridizagdo foi conduzida a 60°C por 12 horas no minimo, em
solucéo de SSC 6X, Ficall tipo 400 0,06% (p/v), polivinilpirolidina (PVP) 0,06%
(p/v), abumina sérica bovina (BSA) 0,06% (p/v), SDS 0,7% (p/v), EDTA
1,3 mmol/L, TrissHCI 13 mmol/L, pH 7,5, contendo 50 ng de sonda marcada e
800 ng de DNA de esperma de salméo. Apoés a hibridizagdo, a membrana foi
lavada 2 vezes, por 30 minutos, com solucdo de SSC 1X, SDS 0,1% (p/v) e
pirofosfato de sodio 0,02% (p/v) e 1 vez com solucdo de SSC 0,1X, SDS 0,1%
(p/v) e pirofosfato de sodio 0,02% (p/v). Os sinais de hibridizagdo foram
revelados por auto-radiografia, conduzida a -80°C, utilizando-se “Lightning-Plus
Intensifying Screen” (SIGMA).
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3.5. Clonagem do genoma viral diretamente do DNA extraido de Sida

rhombifolia

3.5.1. Clonagem dos fragmentos par ciais do genoma vir al

Fragmento do genoma vira foi amplificado a partir de DNA total de Sda
rhombifolia sintomatica com os oligonucleotidios degenerados PAL1v1978 e
PAR1c496 (Quadro 1), usando-se a enzima Pfu DNA polimerase.

Em seguida, os produtos de amplificacdo foram digeridos com Pstl e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0%. A banda com tamanho
correspondente a 1,1 Kb foi cortada do gel, e o DNA contido nessa regido foi
purificado pelo “Kit Prep-A-Gene” (BIO RAD). O fragmento vira purificado e
dessalinizado, pelo método de adsor¢éo em silica, foi clonado no sitio Pstl do
vetor pUC118, previamente digerido e defosforilado, obtendo-se o clone pUFV
65.

3.5.2. Sequienciamento e analises compar ativas de sequéncias

A sequéncia de nucleotidios dos fragmentos virais clonados foi
determinada pelo méodo de terminacdo de cadeia por dideoxinucleotidio
(SANGER et a., 1997), com o uso do "Autocycle™ Sequence Kit" (Pharmacia)
e 0 sequenciador “Automated Laser Fluorescente” (ALF), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante.

As analises comparativas de sequiéncias no banco de dados foram feitas,
usando-se o programa BLASTN (ALTSCHUL et a., 1990).

3.5.3. Construcao de oligonucleotidios especificos

A sequéncia parcial do genoma viral foi utilizada para desenhar
oligonucleotidios que possibilitassem a amplificacdo do componente gendmico

viral completo. Os oligonucleotidios foram construidos de maneira que o sitio da
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enzima de restricdo BamHlI, identificado na seqtiéncia parcial do genoma viral,
flanqueasse o fragmento amplificado, contendo extensdo de seqUéncia aleatéria
de sais nucleotidios. O sitio BamHI, conservado no produto de amplificaggo, foi
utilizado como sitio de clonagem. Esses "oligonucleotidios" especificos foram
denominados F65RBAMF e R65RBAMR, e as regides de anelamento estdo
destacadas na Figura 3 e identificadas no Quadro 2.

3.5.4. Amplificacéo e clonagem do componente genémico completo

A amplificagdo do componente gendmico viral foi conduzida, utilizando-
se DNA total extraido de Sda rhombifolia infectada, "oligonucleotidios"
desenhados (item 3.5.3) e Tag DNA polimerase. O volume final dareacéo foi de
100 ni, contendo os dNTPs e oligonucleotidios nas concentracfes finais de
2,5mmol/L e 0,4 pmol/nL, respectivamente. O DNA viral foi amplificado por 35
ciclos de PCR nas condic¢des de desnaturagéo, anelamento e polimerizagdo de 1
minuto a 94°C, 2 minutos a 55°C e 2 minutos a 72°C, respectivamente. Apds 0s
35 ciclos, 1 nL da enzima Pfu DNA polimerase foi adicionada ao volume de
reacdo para completar o ciclo de polimerizacdo. Apds amplificacdo, o volume
total de reacdo foi separado em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etidio. O fragmento amplificado, de aproximadamente 2,6 Kb, foi purificado do
gel, utilizando-se o “Kit Prep-A-Gene” (BIO RAD).

Para clonagem do genoma completo, a amostra purificada de DNA viral
foi digerida com BamHI e dessalinizada através do “Kit Prep-A Gene” (BIO
RAD), conforme recomendagdes do fabricante. O vetor pUC 118 foi submetido a
digestdo com a enzima de restricdo BamHI e defosforilado com 1 U de fosfatase
alcalina. As reactes de defosforilacdo foram conduzidas com a enzima fosfatase
acalina de intestino de bezerro (PROMEGA), Tris-HCI 0,05 mmol/L, pH 9,0,
MgCl, 1 mmol/L, por 1 hora a 37°C. Ap6s a defosforilagdo, o vetor foi separado
em gel de agarose 1% e aformalinear, cortada e purificada do gel.

A reacdo de ligagao do fragmento ao vetor foi conduzida de acordo com

técnicas-padréo de clonagem molecular em plasmidios (SAMBROOK et al.,
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1989). O fragmento de DNA a ser clonado e o vetor foram utilizados na
proporcdo 3:1, em um volume final de 15 ni, em presenca de 0,5 U da enzima
T4 DNA ligase (GIBCO/BRL), Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCl, 7 mmol/L
DTT (ditiotreitoil) e 1 mmol/L. As reagGes foram incubadas a 14°C por 24 horas.
Apobs o periodo de incubagdo, 7,5 nl da reacdo de ligacdo foram usados para
transformar 200 L de células competentes E. coli, estirpe JM 109, preparadas de
acordo com SAMBROOK et al. (1989).

Para transformar as células competentes, a mistura contendo a suspenséo
de células e a reagéo de ligagdo foi mantida a 0°C por 30 minutos. Apds um
choque térmico de 1 minuto de 42°C, foi adicionado 1 mL de meio LB, seguido
por incubacdo a 37°C por 1 hora. Em seguida, as células foram concentradas por
centrifugacdo, ressuspendidas em 100 L de meio LB e distribuidos em placas
contendo meio LB e ampicilina 100 ng/mL, para selecdo das colbnias

transformantes.

3.5.5. Diagnéstico dos clones

O DNA plasmidial, isolado de bactérias recombinantes utilizando o “Kit
Flexiprep” (PHARMACIA), foi digerido com a endonuclease de restricéo
BamHI e separado por eletroforese em gel de agarose 1%, para diagnéstico
inicial do clone. A confirmac&o do clone foi obtida por analise de hibridizagéo
utilizando sonda heteréloga especifica para 0 componente A dos geminivirus
bipartidos, nas condi¢cbes descritas no item 3.4.2, exceto o fato de que a
hibridizag&o foi conduzida a 55°C por 14 horas. A revelagdo foi feita por auto-
radiografia e o clone recombinante positivo, armazenado a -80°C em 40% (V/V)
de glicerol. O clone, contendo um inserto de aproximadamente 2,6 Kb
amplificado a partir de DNA de planta de Sda rhombifolia sintomatica, foi
denominado pUFV 153.
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3.6. Clonagem do virus transmitido por meio de biolistica para N.

benthamiana

3.6.1. Estratégia de clonagem

DNA total de folhas jovens completamente expandidas de plantas de N.
benthamiana com sintomas foi, aproximadamente 16 dias apds a inoculacéo,
extraido conforme o item 3.2. A integridade do DNA foi verificada em
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. O diagnostico
molecular da infecdo viral foi feito por PCR, usando-se o conjunto de
"oligonucleotidios’ PAL1v1978/ PAR1c496 e PCRcl/ PBL12040 (Quadro 1).
Os produtos amplificados de 1,1 Kb e 0,6 Kb foram clonados em pUC 118,
obtendo-se os clones pUFV 97 e pUFV 106, respectivamente. A andise da
segiiéncia parcial do clone pUFV 97 revelou a presenca do sitio da enzima de
restricdo Ncol. Esse sitio de restricdo foi usado para clonagem do componente A
viral, uma vez que se dispunha de um vetor pUC 118 mutado na regido 3' do
sitio multiplo de clonagem, gerando um sitio da enzima Ncol. DNA total de N.
benthamiana infectada foi submetida a digestdo com 2 U da enzima Ncol por ng
de DNA durante 12 horas a 37°C. Em seguida, a amostra digerida foi
dessalinizada por meio do “Kit Prep-A-Gene” da BIO RAD, conforme
especificaces do fabricante. O vetor pUC118 mutado com o sitio Ncol e
denominado pUC 120 foi digerido com enzima de restricdo Ncol e defosforilado
com 1U de fosfatase alcalina. O procedimento de clonagem foi seguido conforme

descrito em 3.5.4.

3.6.2. Diagnéstico do clone

O DNA recombinante, selecionado entre as bactérias transformantes, foi
liberado do vetor por reacdo de digestdo com a enzima de restricdo Ncol. Os
possiveis clones virais foram inicialmente selecionados pelo tamanho do inserto

de aproximadamente 2,6 Kb, e o diagnostico definitivo foi feito por meio de
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“Southern blot”. A membrana contendo o fragmento de DNA recombinante foi
hibridizada com sonda especifica para o componente A e, posteriormente,
reibridizada com sonda especifica para o componente B. A revelacéo foi feita por
auto-radiografia, conforme descrito anteriormente. O clone contendo o
componente A viral completo foi denominado pUFV 135.

3.7. Caracterizagdo molecular dos genomasvirais

3.7.1. Estratégia de sequienciamento de pUFV 153 e pUFV 135

Para obtencdo do mapa de restricéo dos clones pUFV 153 e pUFV 135, o
DNA recombinante foi submetido a digestdo com diversas enzimas de restricao,
nas condicdes recomendadas pelo fabricante. Os mapas de restricdo dos clones
pUFV 153 e pUFV 135 estdo mostrados nas Figuras 1 e 2, respectivamente.
Essas informagdes possibilitaran a clonagem de uma série de subclones
sobrepostos, que facilitaram o seqiienciamento das fitas-senso e anti-senso dos

geminivirus clonados.

—~>BamHI
—>Sacl
—> Pstl
—>BamH|

pUFV 172 pUFV 170

N
>

pUFV 171 pUFV 173

A
A
\ 4

A
\ 4
A
\4

Figural — Mapa de restricdo do clone pUFV 153. O inserto viral é delimitado
pelo sitio unico de clonagem BamHI. As posi¢cbes dos sitios das
enzimas de restricdo sdo indicadas. As linhas inferiores representam
os fragmentos de DNA que foram subclonados, sendo as
denominagOes dos subclones mostradas acima de cada fragmento.
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Figura2 — Mapa de restricdo do clone pUFV 135. O inserto viral é delimitado
pelo sitio unico de clonagem Ncol. As posi¢des dos sitios das enzimas
de restricdo sdo indicadas. As linhas inferiores representam 0s
fragmentos de DNA que foram subclonados, sendo as denominactes
dos subclones mostradas acima de cada fragmento.

3.7.1.1. Obtencao e descricdo dos subclones de pUFV 153

Os fragmentos de DNA de pUFV 153, subclonados em pUC 118, estéo
esguematizados na Figura 1. O fragmento Sacl de aproximadamente 2,0 Kb foi
isolado do DNA recombinante pUFV 153 e ligado ao vetor puUC 118,
previamente digerido com Sacl e defosforilado, resultando no subclone pUFV
170. O subclone pUFV 172 foi obtido por meio da liberagdo do fragmento Sacl
(2,0 Kb) de pUFV 153 erecircularizagao in vitro. O fragmento Pstl de 1,1 Kb foi
liberado de pUFV 153 e clonado em pUC 118, gerando o subclone pUFV 171. O

subclone pUFV 173 foi obtido por meio da liberacdo do fragmento Pstl de
1,1 Kb erecircularizagéo in vitro.

3.7.1.2. Oligonucleotidios especificos para pUFV 153
De posse de sequiéncias parciais dos subclones do clone pUFV 153 (Figura

1), oligonucleotidios iniciadores foram sintetizados para completar o

segiienciamento do genoma completo do geminivirus clonado, conforme descrito
no Quadro 2.
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Quadro 2 — Oligonucleotidios especificos para o clone pUFV 153

Oligonucleotidio Seqiiéncia Regido de anelamento
171R 265 5 CTTACAATTTGACTGCCAGTC 3 Posicéo 265 de pUFV 153
153F 353 5" CACAGAGTTGCCGAGACCCCA 3 Posicéo 353 de pUFV 153
153F 966 5'CGTTCCCGACGAGATGCAAGAGTGG 3 Posicéo 966 de pUFV 153
153R 495 5 CGTGATCGTTTCCAGGTCATGC 3 Posicéo 495 de pUFV 153
173F 235 5 CTCTGACAGCTTCTGGAACGAC 3 Posicéo 235 de pUFV 153

R65RBAMR 5'GCCTAGGATCCCGCCTTAGGATTTCG3 Regido de 2,6 Kb corres-
F65RBAMF 5 GCCTAGGATCCCTCATGGCGCCAG3 pondendo ao genoma viral

3.7.1.3. Obtencao e descricdo dos subclones de pUFV 135

O mapa de restricdo do clone pUFV 135 é apresentado na Figura 2 e
esguematiza os fragmentos de DNA subclonados nos vetores pUC 120 e puC
118. O DNA recombinante pUFV 135 foi digerido com Pstl, liberando trés
fragmentos. Os fragmentos Pstl de tamanho 1,8 Kb e 0,65 Kb foram clonados
separadamente em pUC 118, resultando nos subclones pUFV 144 e pUFV 142,
respectivamente. O subclone pUFV 143 foi obtido por meio da liberacdo dos
fragmentos Pstl de 1,8 Kb (pUFV 144) e 0,65 Kb (pUFV 142) e recircularizagéo
in vitro. O fragmento BamHI/Sacl de 0,4 kb foi clonado em pUC 118 nos sitos
BamHI/Sacl, gerando pUFV 175, enquanto o fragmento BamHI/Hindlll de 0,70
Kb foi clonado em pUC 118, produzindo o subclone pUFV 176. Um fragmento
de 1,05 Kb, liberado de pUFV 135 através da digestdo com Hindlll, foi clonado
em pUC 118 no sitio Hindlll, criando pUFV 164, enquanto o subclone pUFV
168 foi obtido por meio da liberacdo do fragmento Hindlll (1,05 Kb) e
recircularizagéo in vitro. O subclone pUFV 164 foi digerido com Pstl e Hindlll,
liberando um fragmento de aproximadamente 0,4 Kb, que foi clonado nos sitios
Pstl/Hindlll de pUC 118 e obtendo pUFV 154. O clone pUFV 147 foi obtido
pela liberacéo do fragmento BamHI (1,8 Kb) de pUFV 135 e recircularizagéo in
vitro, gerando um inserto BamHI/Ncol de 0,9 Kb. O fragmento BamHI/Sacl de
0,4 Kb foi clonado nos sitios BamHI/Sacl de pUC 118, obtendo-se o clone pUFV
175.
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3.7.2. ReacOes de sequienciamento

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador
automético Perkin-Elmer, modelo 377, utilizando-se o "Perkin-EImer ABI-Prism
Thermocycle Sequencing Dye Terminator Kit", segundo as instrucdes do
fabricante.

As sequéncias obtidas a partir desses subclones foram posicionadas ao
longo do genoma viral, por meio de comparagdo com outros geminivirus ja
caracterizados, utilizando-se o programa BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990).
As seqliéncias que apresentavam sobreposi¢ao foram montadas, utilizando-se o
programa CAP "Assembly Machine (HUANG, 1992). As estratégias de
sequenciamento permitiram o seqienciamento completo de pUFV 153 e pUFV
135.

3.7.3. Similaridades e analises filogenéticas

As seguiéncias abertas de leitura (ORFs) foram identificadas, utilizando-se
0 programa “ORF finder”; com o uso do programa “CLUSTAL” (DnaStar), foi
possivel determinar a massa molecular das proteinas codificadas por estas ORFs.

As seguiéncias de nucleotidios dos clones e de aminoécidos deduzidas para
seus possiveis genes foram comparadas com varios outros geminivirus, cujas
seqiiéncias estdo disponivels no GenBank (Quadro 3). Essa analise comparativa
de sequéncias permitiu a construcdo de arvores filogenéticas, utilizando-se o
programa DnaStar, permitindo também posicionar os clones pUFV 135 e pUFV
153 entre os trés géneros Curtovirus, Mastrevirus e Begomovirus. As sequéncias
dos DNA A dos Begomovirus e componentes unicos do Curtovirus e Mastrevirus
foram ainhadas pelo método “Clustal algorithm” (DNA "Star program®).
Utilizando esse mesmo programa, fez-se o alinhamento das seqiéncias de
aminoacidos codificadas pelas potenciais ORFs individuais dos genomas

clonados.
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Quadro 3 — Sequiéncias de geminivirus comparadas

N° de
Nome geminivirus. abreviagdes Referéncia acesso no
GenBanK

Mastrevirus
Transmitido por cigarrinha, infecta monos
Digitaria streak virus, Vanuatu, DSV DONSON et al. (1987) M23022
Maize streak virus, Kenia, MSV HOWELL (1984) X01089
Wheat dwarf virus, Tchecoslovaquia, WDV MACDOWELL et a. (1985) X 02869
Transmitido por cigarrinha, infecta dicots
Tobacco yellow dwarf virus, Austrdlia, TYDV MORRISet a. (1992) M81103
Bean yellow dwarf virus, AfricaSul, BeYDV LIU et al. (1997) Y 11023
Curtovirus
Transmitido por cigarrinha, infecta dicots
Beet curly top virus, California, BCTV STANLEY et al. (1986) X04144
Tomato pseudo-curly top virus, TPCTV BRIDDON et al. (1996) X84735
Horseradish curly top virus, HrCTV KLUTE et a. (1996) U49907
Begomovirus
Transmitido por mosca-branca, infecta dicots, isolado
do Ocidente
Bean dwarf mosaic virus, Coldmbia, BDMV GILBERTSON et al. (1991a) M88179
Bean golden mosaic virus, Brazil, BGMV-Br GILBERTSON et al. (1991a) M 88686
Pepper huasteco virus, México, PHV TORRES-PACHECO et al. (1993) X70418
Sguash leaf curl virus, Califérnia, SLCV LAZAROWITZ e LAZDINS (1991) M38183
Tomato golden mosaic virus, TGMV HAMILTON et al. (1984) K02029
Tomato mottle virus, Flérida, ToMoV ABOUZID et d. (1992) L14460
Sda golden mosaic virus, Costa Rica, SGMV HOFER et al. (1997) X99550
Transmitido por mosca-branca, infecta dicots, isolado
do Oriente
Tomato yellow leaf curl virus, Sardénia, TYLCV-Sar KHEYR-POUR et a. (1991) X61153
Tomato yellow leaf curl virus, Silicia, TYLCV-Si CRESPI et al. (1995) 228390
African cassava mosaic virus, Kenia, ACMV STANLEY e GAY (1983) J02057
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3.8. Analise da infectividade dos genomas clonados

3.8.1. Clonagem dos clones pUFV 135 e pUFV 153 em 1,5 cdpia

Para aumentar a eficiéncia de recombinacdo do virus nos ensaios de
infectividade do genoma clonado, seus DNA completos foram clonados em
repeticdes parciais entre duas origens de replicagéo. O clone pUFV 135 foi
linearizado com a enzima de restricdo Ncol a 37°C, por duas horas. O produto da
digestao foi separado por eletroforese em gel de agarose e o fragmento em torno
de 2,6 Kb, purificado do gel. Simultaneamente, o subclone pUFV 147, com
inserto de 0,9 Kb flanqueado pelos sitios BamHI e Ncol, foi digerido com a
enzima de restricdo Ncol e defosforilado com 1 U de fosfatase alcalina a 37°C,
por 2 horas. O fragmento de 2,6 Kb liberado de pUFV 135 foi ligado ao subclone
pUFV 147 previamente digerido com Ncol e defosforilado, resultando no clone
pUFV 213, que contém 1,5 copia do genomaviral de pUFV 135.

Para obtencdo de 1,5 copia de pUFV 153, foi utilizado o subclone pUFV
172 que contém um inserto do genoma viral de 0,6 Kb, flanqueado pelos sitios
BamHI e Sacl. O genomaviral completo foi liberado de pUFV 153 com BamHI e
clonado no sitio BamHI de pUFV 172 previamente digerido com a mesma
enzima e defosforilado. O clone resultante contém 1,5 cOpia do genoma vira e
foi denominado pUFV 214.

3.8.2. Inoculagéo por biolistica

DNA plasmidia dos clones pUFV 213 e pUFV 214 foram isolados,
utilizando-se o “Plasmid Midi Kit” (QIAGEN), conforme recomendacdes do
fabricante. A concentragéo e a pureza do DNA foram avaliadas pela razéo de
absorvancia a 260 e 280 nm. Aproximadamente, 10 ng de DNA dos clones
pUFV 213 e pUFV 214 foram inoculados em plantas através do método

biolistico, conforme descrito no item 3.3. Apds a inoculacdo, as plantas foram
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mantidas em casa de vegetacdo e observadas quanto ao aparecimento de

sintomas. O resultado de infeccao foi confirmado por PCR e “ Southern-blot”.

3.8.3. Inoculacgdo via extrato vegetal

A inoculacdo via extrato vegetal foi tambéem utilizada como método de
transmissdo para a determinacéo da gama de hospedeiros. Plantas bombardeadas
gue desenvolveram sintomas virais tipicos foram analisadas por PCR e “ Southern
blot”; uma vez detectada a presenca de DNA de geminivirus, suas folhas foram
utilizadas como fontes de inoculo do virus. Folhas jovens infectadas e
completamente expandidas foram coletadas de plantas sintométicas, maceradas
em amofariz, na presenca de solucdo-tampéo fosfato de potassio 0,1 mol/l, pH
7,2, contendo sulfito de sddio a frio (4°C), numa propor¢do de 1:5 (folha :
tampao). Pulverizou-se o0 abrasivo carborundum (600 mesh) nas folhas das
plantas sadias a serem inoculadas, e o extrato em tamp&o foi corrido sem pressdo
sobre essas folhas. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacéo e

observadas quanto ao aparecimento dos sintomas.

3.8.4. Andlise de pseudo-recombinagdo

Os clones pUFV 213 e 214 foram misturados com um DNA B,
denominado pUFV 283, clonado de amostra de DNA total extraido de folhas de
plantas de tomate sintométicas e com DNA B de TGMV e BGMV. Essas
combinagdes foram bombardeadas e inoculadas via extrato vegetal, como
descrito em 3.3 e 3.7, respectivamente, em plantas indicadoras (descritas em 3.1),
para verificar a ocorréncia de replicagdo cruzada e 0 movimento sistémico entre

0s componentes clonados de diferentes virus.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

O DNA total extraido de plantas infectadas de Sda rhombifolia
apresentou sintoma de mosaico e foi utilizado como fonte direta de geminivirus
para clonagem de componentes virais, conforme descrito a seguir (item 4.1).
Alternativamente, DNA de Sda foi utilizado como in6culo em ensaios de
transmissdo para Nicotiana benthamiana, por meio de biolistica. Em seguida,
DNA extraido de plantas infectadas de Nicotiana benthamiana, que
desenvolveram sintoma de mosqueado, foi usado como fonte do virus para

clonagem de componentes virais, conforme descrito no item 4.2.

4.1. Clonagem molecular do virus detectado em Sida rhombifolia

Uma estratégia para clonagem de componentes genémicos de geminivirus,
baseada em amplificagcdo por PCR, foi demonstrada por PATEL et a. (1993).
Para amplificacdo do genoma viral completo foram utilizados oligonucleotidios
com sequéncias que se sobrepbem em um sitio de uma enzima de restricdo do
genoma viral. Essa estratégia envolve, inicialmente, a amplificagéo por PCR de 1
fragmento de 1,1 Kb do DNA A do geminivirus com oligonucleotidios
degenerados especificos para 0 componente A, PAL1v1978 e PAR1c496
(Quadro 1), a partir de DNA total extraido de tecido de planta infectada por
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geminivirus. Em seguida, o fragmento de 1,1 Kb foi clonado e sua sequiéncia de
nucleotidios, determinada. A andlise da seqUéncia de nucleotidios permitiu
identificar um sitio de uma enzima de restricdo no genoma viral, e as sequéncias
que flanqueavam esse sitio foram usadas para desenhar oligonucleotidios que
amplificassem o componente gendmico do geminivirus. A estratégia descrita foi
utilizada para clonagem do componente gendmico do virus que infecta Sda
rhombifolia. O sitio GGATCC da enzima BamHI foi identificado na sequiéncia
parcial de nucleotidios do clone pUFV 65, que corresponde a um fragmento de
1,1 Kb do genoma viral amplificado pelos oligonucleotidios degenerados para o
componente A e clonado em pUC 118, como mostrado na Figura 3.

A estratégia de clonagem descrita estd esquematizada na Figura 4. As
seqiéncias que seguem esse sitio foram utilizadas para construcdo dos
oligonucleotidios FESRBAMF e R65RBAMR, empregados em reacéo de PCR
com Tag polimerase, afim de se obter um produto de amplificagdo com tamanho
em torno de 2,6 Kb. O resultado da amplificagdo do DNA A do virus a partir do
extrato de DNA de uma planta de Sda rhombifolia infectada € apresentado na
Figura 5. Uma banda de aproximadamente 2,6 Kb (linha 2), correspondendo ao
tamanho do genoma completo de geminivirus, foi amplificada nas reagcoes
contendo o extrato de DNA, sendo nenhum produto inespecifico produzido na
auséncia dos oligonucleotidios (linha 1). A regi&o do gel, correspondendo a
banda de 2,6 Kb, foi purificada e clonada no vetor pUC 118. As colbnias
transformantes foram diagnosticadas inicialmente com base no tamanho do
fragmento liberado apos digestdo com BamHI, sendo o clone com tamanho em
torno de 2,6 Kb selecionado (Figura 6-A). A identidade do referido clone foi
confirmada por meio de hibridizagéo, utilizando-se sonda heteréloga especifica
para 0 componente A (Figura 6-B). O clone contendo seqiiéncias homologas ao
componente A de TGMV foi denominado pUFV 153.

Testes moleculares, baseados em PCR, utilizando-se oligonucleotidios
degenerados para os componentes A e B de Begomovirus e diferentes
temperaturas de anelamento e hibridizaces com sondas heterdlogas especificas

para 0os componentes A ou B desses mesmos virus, ndo foram suficientes para
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GAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGCTTTCTGTACATGGG
CCTGTTAACCCATTCAMAGGCCCTAGTNGGTTTTAGGCCTCCACCTCCACGAGGAG
AGAAATTGGAAGAGCGGCTTACCTTTRARGTTCCCGCCATCTGGCGCCATGAGGGA
TCCCGCTTAGGATTTCGAATTAAAGACTGACGTCATGCTTGCTTTAGTTTTATAGGG
GCCATAAAACTTAGGGMCCAAGTATTAACACAGTTATCTAAGCTCCTCAGGCGCAC
TATAATTGGTCAGACAAAAGTTAAABCCTTTAATTTGAATTAMMGGAGAACATCGC
GCGASCAGGGGGGGCTCCTCGGGAGCSSGGGGAGAGAGAGAY CCAGCGGSCACCA
GAGCGCCACGTGDAGGGAKGGGAAAACTCGCNCRGGCATCCGGTAATATTATVGCG
GATGDGCCGMCACGTGTCCATCAAAAATTATATTGGAGTCTGCWATAA

Figura3 —Seqliéncia parciadl do genoma vird amplificado pelos
oligonucleotidios degenerados PAL1v1978 PAR1c 496 e clonados no
sitio Pstl, mostrado em negrito, de pUC118. Essa sequéncia
corresponde ao sequienciamento parcia do clone pUFV 65, utilizando-
se 0 oligonucleotidio M13 reverso. O sitio GGATCC, que
corresponde ao sitio da enzima BamHI, esta destacado em negrito. As

sequéncias de anelamento dos oligonuclectidios FE5RBAMF e
R65BAMR estéo sublinhadas.




‘ Genomavviral ‘

Figura4 — Estratégia de clonagem do componente gendmico viral. Em A,
posicdes de anelamento e sentido de extensdo dos oligonucleotidios
no genoma do virus. O sitio da enzima de restricdo BamHlI
(GGATCC) é utilizado para flanquear o produto de amplificacéo entre
os oligonucleatidios, o qual corresponde a0 genoma inteiro. Em B,
seqiéncias em preto correspondem ao genoma viral e em amarelo, as
sequéncias laterais que foram introduzidas no produto de
amplificacdo. Os sitios da enzima BamHI sdo indicados pelas setas.
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Figura5— Amplificacdo do DNA vira extraido de Sda rhombifolia. DNA total
extraido de Sda rhombifolia foi submetido a reacdo de PCR,
utilizando-se  oligonuclectidios  especificos (R65RBAMR e
F65RBAMF) para amplificacdo do componente genémico viral. A
linha (linha 2) corresponde a banda amplificada pelos oligonucleo-
tidios R65RBAMR e F65RBAMF, com tamanho de aproximadamente
2,6 Kb, como indicado no padréo de peso molecular, M. Nenhum
produto especifico foi produzido na auséncia desses oligonucleotidios
(linha 1). As condicdes de anelamento foram 55°C durante 2 minutos,
utilizando-se 40 pmols de oligonucleotidios.
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Figura 6 — Diagnostico do clone pUFV 153. O DNA recombinante foi digerido
com a enzima BamHI e o fragmento de 2,6 Kb (A), separado em gel
de agarose 0,8%, transferido para membrana de nailon e hibridizado

com sonda heteréloga especifica para o componente A (pUFV 153).
Controle positivo é representado por pTG 1,3 A circular.
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detectar molecularmente o componente B nessa amostra de DNA extraido de
Sda sp. sintomatica (dados ndo mostrados). Assim, ndo houve qualquer tentativa

para clonagem de um componente B desse geminivirus.

4.2. Clonagem molecular do virus de Sida a partir de Nicotiana benthamiana

infectada por biolistica

A fim de determinar um sitio Unico de enzima de restricdo que pudesse ser
utilizado para clonagem do genoma completo do geminivirus de Sda
rhombifolia propagado em Nicotiana benthmiana, o DNA total extraido de
Nicotiana benthamiana infectada foi utilizado como molde para reacdo em PCR,
com o0 uso de oligonucleotidios degenerados para 0 componente A e 0
componente B. O fragmento de 1,1 Kb amplificado do componente A foi
clonado no sitio Pstl do vetor pUC118 e sua sequéncia de nucleotidios,
determinada (Figura 7). O sitio CCATGG, que corresponde a enzima de restri¢éo
Ncol, foi identificado no genoma viral. Assim, para o procedimento de clonagem
do componente gendmico, foi escolhida a enzima Ncol como possivel sitio tnico
no componente viral, e o vetor pUC 118 foi mutado na extremidade 3' do sitio
multiplo de clonagem, criando-se um sitio para a enzima Ncol. Entre os
transformantes, um clone foi selecionado por apresentar tamanho de inserto
compativel com o tamanho dos componentes genémicos de geminivirus (Figura
8-A). Diagnéstico por “Southern blot” demonstrou que o clone possuia inserto
homologo ao do componente A de geminivirus (Figura 8-B), denominado pUFV
135.

Nenhum sitio de enzima de restricdo de 6 pares de base foi, no entanto,
identificado na sequiéncia de nucleotidios do fragmento de 0,6 Kb desse virus,
que foi amplificado com oligonucleotidios especificos para 0 componente B
(dado ndo mostrado). Além disso, todas as tentativas de clonagem do
componente B, usando-se indiscriminadamente as enzimas do sitio maltiplo de
clonagem de pUC, falharam em clonar um fragmento de 2,6 Kb, homdlogo ao

componente B de geminivirus.
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GCAGCTCCAGGCGTTAAATGCTCCNNGNATAAACACACGGCTCTCCAAATCATTA
GGGAGAAGTTGCCTGAGAAATATCTTTTTCAGTTTCCAATCTAAATTCTAATTTAG
ATAGGATTTTCTTAAAGGCTCCGGAGCCATGGACTCCGCCGTTTTCACTTTCCTC
CTTCACTAACGTTCCCGTCGAGATGCAAGAGTGGGTGGACGATTATTTTGGGAGG
GGTTCNGCTGCGCGGCCATTGAGACCTATGAGTTTGATAGTCGAAGGTGATTCAA
GGACTGGGAAGACAATGTGGGCCTGCAGGTCGAC

Figura7 —Seqiéncia parcial do genoma viral amplificado pelos
oligonucleotidios degenerados PAL1v1978 e PAR1c496. O sitio
CCATGG em negrito corresponde ao sitio da enzima de restricéo
Ncol, que foi utilizado como sitio de clonagem molecular do
componente gendmico A do virus que infecta Sda rhombifolia,
causando sintoma mosgueado.

<4 26kb

<4 PUFV 135

Figura 8 — Diagnostico do clone pUFV 135. O DNA recombinante foi digerido
com a enzima Ncol e o fragmento de 2,6 Kb, separado em gel de
agarose 0,8% (A) e transferido para a membrana de nailon e
hibridizado com sonda heterdloga especifica para 0 componente A
(B). A migracdo eletroforética de padrbes de fragmentos de DNA é
mostradaem M.
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4.3. Sequienciamento dos componentes genémicos do virus de Sida
rhombifolia mosqueado e do virus de Sida rhombifolia do mosaico

amarelo

Os dois componentes virais clonados (pUFV 153 e pUFV 135) foram
subclonados em fragmentos menores, a fim de facilitar o seqlienciamento do
genomaviral. Assim, o clone pUFV 153 foi digerido com as enzimas de restricao
Sacl e Pstl. Da digestdo com Sacl, pUFV 153 liberou dois fragmentos, um de
0,6 Kb e outro de 2,0 Kb, e a digestdo com Pstl liberou dois fragmentos. um de
1,2 Kb e o outro de 1,3 Kb (Figura 9). Uma vez que as regides internas dos
subclones ndo foram estendidas pelos oligonucleotidios universais M13F e
M13R, o0 seqUenciamento foi completado, utilizando-se oligonuleotidios
sintetizados a partir de sequéncias parciais obtidas, conforme demonstrado na
Figura9.

A digestéo de pUFV 135 com as enzimas Pstl, Sacl, Hindlll, EcoRV e
BamHI e com as combinacbes BamHI/Sacl, Hindlll/BamHI, Hindlll/Pstl e
Pstl/Ncol forneceu fragmentos de tamanhos variados, que foram subclonados em
pUC118 (Figura 10). O sequienciamento dos subclones com os oligonucleotidios
universais permitiu a obtencdo da sequéncia completa do clone pUFV 135. As
sequéncias dos componentes virais clonados pUFV 153 e pUFV 135 séo
apresentadas nas Figuras 11 e 12, respectivamente.

Andlise comparativa de sequiéncias revelou que os geminivirus puFVv 135 e
pUFV 153 possuem maior homologia de sequéncia com geminivirus do género
Begomovirus, porém ndo alcancando 90% de identidade de sequiéncia com
nenhum geminivirus ja caracterizado (Quadro 4). Entre os membros desse
género, homologia de sequiéncia superior a 90% constitui critério de classificacéo
dos virus como estirpes, enquanto a identidade de sequiéncia entre componentes
virais inferior a 90% € suficiente para classificacdo em espécies (RYBICKI,
1994). Baseado nesse critério taxondmico, tanto o clone pUFV153 quanto o
pUFV 135 podem ser considerados componentes de novos geminivirus ainda néo

caracterizados. Assim, 0s novos geminivirus foram denominados de acordo com
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Figura9 — Estratégia de sequienciamento do componente A do virus de Sda
rhombifolia do mosaico amarelo. As setas bidirecionais indicam os
subclones obtidos e os respectivos tamanhos, as setas unidirecionais
indicam a direcdo do seqiienciamento e as setas vermelhas posicionam
os oligonucleotidios sintetizados para completar 0 seqlienciamento.
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Figura 10 — Estratégia de seqUenciamento do componente A do virus de Sda
rhombifolia mosqueado. As setas bidirecionais indicam os subclones
obtidos e os respectivos tamanhos; as setas unidirecionais indicam a
direcdo do sequienciamento.
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ACCGGATGEC
CCCTCCCGAG
CTGACCAATT
CCTATAAAAC
AGATGGECGEG
CACTAGGGECC
CCTGATGITC
ATGITGGGAA
TTTCTGIGIT
ACGAACAGTT
TGITCAACAT
CATGCACAAG
TTTTGGAAGG
ACGCATTCGCT
CTATTTCTAC
ACATATGATC
CTAAATACAT
CCAGACTTGG
TGTACGTGGT
TTGITATCTC
TCCCATCGIT
AGITCCTCTC
ATTGTGGAGT
TCCCCAGGAT
TTGACTGCCA
ATCATCAATG
TAATTATGIG
TCATAGGTCT
GGGAACGTTA
TGGACATGCG
ATGCTTGITC
AGCTGATCGT
ACGICTGACG
CGAAGAACCT
ATCTTCGIGC
GAAAGTGCTT
AGGCCCTTGG

CTGEEGTCTT
Sitio deligagéo
deAC1

CGGOGOGATT
GAGCOCOCCC
ATAGTGOGCC
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AACCTCAAAG
TTTGAATGGG
CTAGAGGCTG
GGTGATGTGT
AAGTCTGTGT
GCATGTTCTG
GTTTGACAAC
TTCTATGCCA
TCAACAATCA
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GATTCGATCA
TGTCAGITGC
CATGACTAAC
AAGTTCAGGA
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CTCTTCGCCG
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TGCAGAGCAC
GTCTTTTTGA
ACGTTATAAT
GGCTAATGCA
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GTGAAGGAGG
TTTGTACTTT
CGCAGATTGA
GGATCGATTT
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TGTGGTCTAC
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AAAATAAACA
TGTCTAAACC
ATCCCTTGIG
CGTCGIGTAC
GACGCCATTC
ATGIGGACGT
CTCTGIGTCG
TTAGACCTGC
GATTGATGGG
GCACCAATCA
CCACTTCGIT
CGAGCCCACA
GCAGCGGAAC
AGAGTGGAAA
ATCCAGATGT
GCATTTAGAA
GGAAAACTCC
TCCCTGAATG
CAATTGTACT
AAACACGGAT
CAAGGAGCAC
TTTGCAGAAA

TCACGTGECG
ATGITCTCCT
AGATAACTGT
TCTTTAATTC
CTTCCAATTT
CATGTACAGG
TGTAAGGTCC
TGACACGCGG
GCAAGATATG
GACCGTAGAC
CTGCAACCGT
TGGACAGTAT
AATCACCAGG
ATGCCTCTAA
AATTTTGAAT
GCTCTAAGTA
TAATCAAATA
GAGACCCAAT
AACAGGTCCT
TCTCCTTGAG
ATATGGAGCA
TGGTTTGATA
ATTCTCCTCT
ATTCCACCTT
GCTCCTTCCA
TGAGTAAACC
TCGICTTTCC
CCCTCCCAAA
CGGAGGAACC
AAGACGTAAT
CTTTCGCATA
AAAATCAATG
TTCGGATGGA
TCCCTTCGAA
GAATTTCTTA
TTGGGATATG
TGAACTGGGEG

CTCTGGTGEC
TTAATTCAAA
GITAATACTT
GAAATCCTAA
CTCTCCTCGT
AAGCCCAGEA
AGICCTACGA
TAACGGTATT
GATGGACGAA
CGTATGGCAC
GAAGAACGAT
GCCAGCAATG
AAGCTGGCAA
CCCTGIGTAT
TTTATTTCAT
CATTATTAAG
AGTCGTTCCA
GCTCTCCTGA
CTACGTGGTA
GCACAGTGAT
CCCGCACGCT
GAGGGGGGAG
TTGTCGAGEA
TAATTTGAAC
GIGCTTTAAC
CTATTATTGA
CTGTCCTTGA
ATAATCATCC
CACGCCTCCG
CCCTCGGTTG
CGTATCGITG
AAGTCTCCGT
AATGTGITGA
CTGGATAAGC
CTGGTAGGEGEG
TAAGAAAATA
TCTCGGCAAC

CCCTCGATCT
TTAAAGGATT
GGTCCCTAAG
GCGGGATCCC
GGAGGTGGAG
TATATCGGAC
GCAACGTCAC
ACTCACCGTG
AATATCAAGC
ACCAATGGAT
CTTCGITGATC
AGCAGGECCCT
GIACGAGAAT
GCAACGCTCA
GATTTTCCAG
CGTAATAACG
GAAGCTGTCA
GGITGIGGTT
TATCTTGAAA
GAGITCCCTC
AGATCAATCC
TCGAGGAAGA
ACTCTTTATA
TGCCTTTCCG
TTTAGATATT
AGTCCAGATG
ATCACCTTCC
GCCCACTCTT
GAGCCTTTTT
CTCTTCTTTC
GCAGITTGEC
CTTTCTCCAC
CCTGGAAGEG
ACGTGGAGGT
TGITCAACTC
GITTTTGGAA
TCTGTGATAT

CTCTCTCCCC
TAACTTTTGT
TTTTATGECC
TCATGGECGCC
GCCCAAAACC
GATCAGAACG
GATATTTCCC
TCGGTAAGCG
TCAAGAACAC
TTCGGCCAGG
GITTCCAGGT
GGICAAGCGG
CACACGGAGA
AGATTCGAAT
TACATATCTG
CCTAATTGGT
GAGATGTCGT
GAACCGTATC
TACAGGGGAT
GGTGCGTGAA
TTCTACGECG
TGAATTTAGC
ACTGACTCCC
TACTTACAAT
GCGGAGTGAC
TCCACTTAAG
ACTATCAAAC
GCATCTCGTC
GAATAACTTC
AAAATCTGCA
AACCTCCTCT
GIATTTTTTA
GAGACGAGGT
GAGGEECTCCC
TTTCAATTGG
TTTATTCTAA
GAACTGGGGA

GACTCCATAT AATTTTTGAT GGACACGTGG CGGCCATCCG CTATAATATT
TATA box

G-box

Figura 11 — Sequéncia completa de nucleotidios do componente A do virus do
mosaico amarelo de Sda rhombifolia (SYMV). Posicédo +1 é o
nonanucleotidio de inicio de replicagéo da fita do virion, localizada
no nonanucleotidio (em vermelho) conservado em todos os
geminivirus e que se encontra na al¢a da estrutura em “harpin”;
segiéncias inversas de pareamento sdo sublinhadas. Cis elementos
que contribuem para a funcdo da origem de replicacdo estéo
sublinhadas com suas denominacdes especificadas abaixo de cada
elemento de segiiéncia. A provavel regido comum (RC) de SYMV
esta destacada em itélico e negrito.
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ACCGCGATGEC

CGCGCGATTT

CCGECTCCCGT
TCTGACCAAT
CCCTATAAAA
CCAGATGECG
TTCAACAAGG
CGCCTGATGT
CCATGITGGG
CGITTCTGIG
ACACGAACAG
GGIGITCAAC
GICATGCACA
GGTTTTGGAA
GAACGCATTA
AATCTATTTC
CTGACATATG
GGICTAAATA
CGTCCAGACT
ATCTGTACGT
GATTTGITAT
ATCCATTGIT
AGITCCTCTC
ATTGTGGAGT
TCCCCAGGAT
ATTTGACTGC
GACATCATCG
AAGTAATTAT
AACTCATAGG
GACGGGAACG
CTATCTAAAT
GGAGAGCCGT
CCTTGAACTT
ACTTGACGTC
GGICGAACAG
CCCATCTTCA
TGGGAAAGT G
TAAAACGACG
TCTCTATGAA
TCTAATATT

Figura 12 — Sequéncia completa de nucleotideos do componente A do virus
mosgueado de Sda rhombifolia (SMoV). Posicdo +1 é o nucleotidio
de inicio de replicacdo da fita do virion,
nonanucleotidio (em vermelho) conservado em todos os geminivirus
e que se encontra na alca da estrutura em grampo; as sequéncias
inversas de pareamento sd0 sublinhadas. Cis elementos que
contribuem para a funcéo da origem de replicacdo estdo sublinhados
e suas denominacOes, especificadas abaixo de cada elemento de
seqiéncia. A provavel regido comum (RC) de SMoV esta destacada
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Quadro 1 — Identidade de seqiiéncia de nucleotidios entre pUFV 135, pUFV 153 e
geminivirus do género Begomovirus

135 153 PHV SLCv TGMV_  ToMoVv BDMV SIGMV-CR BGMV-Br

135 * 86% 67%  68% 75% 70% 2% 2% 69%
153 86% * 67%  69% 73% 71% 73% 2% 69%
PHV 67% 67% * 61% 68% 64% 68% 68% 65%
SLCV 68% 69% 61% * 67% 64% 65% 66% 64%
TGMV 5% 73% 68% 67% * 70% 70% 70% 67%
ToMoV 0% 71% 64% @ 64% 70% * 82% 81% 74%
BDMV 2% 73% 68%  65% 70% 82% * 85% 75%
SiGMV-CR 2% 72% 68%  66% 70% 81% 85% * 74%
BGMV-Br 69% 69% 65% @ 64% 67% 74% 75% 74% *

0 hospedeiro original e o tipo de sintoma causado. O clone pUFV 153 isolado de
Sda rhombifolia com sintoma de mosaico amarelo foi designado virus do
mosaico amarelo de sida, SYMV (Sda yellow mosaic virus). Embora néo seja
conhecido o sintoma induzido pelo virus clonado pUFV 135, decidiu-se nome&
lo, provisoriamente, de SMoV (Sda mottle virus). A confirmagdo da
denominacdo depende da inoculacéo de Sda sp. com o virus e da confirmagédo do
sintoma.

As provaveis RCs do clone pUFV 135 e do clone pUFV 153 foram
identificadas por andlise comparativa de sequéncia com RCs definidas de
geminivirus previamente caracterizados (Figura 13). Por meio dessa andlise foi
possivel identificar cis elementos conservados que contribuem para o
reconhecimento da origem de replicacdo de geminivirus. Particularmente
relevante é a presenca da sequiéncia conservada TAATATTAC, que corresponde
a alca da estrutura em grampo, cujas sequéncias inversas de pareamento estdo
destacadas como “stem” na Figura 13. Essa sequiéncia conservada corresponde ao
sitio de clivagem sequiéncia-especifica da proteina AC1 para inicio de replicacdo
do virus e esta destacada em vermelho nas Figuras 11 e 12. O nucleotidio 5,
resultante da clivagem da cadela-senso da forma replicativa do virus por AC1, é
apresentado como o nucleotidio +1 na seqliéncia dos componentes virais (Figuras
11 e 12). Esse esquema de numeragdo dos nucleotidios dos componentes de

geminivirus tem sido utilizado recentemente. Os demais cis elementos em
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Sitio ligagdo AC1 TATA box

ToMoV GGAGTAT TAGAGIAACT TATATATAAGAACCCTCTATAGAACT -
BGW  GTGTAATGGTGCC- AATATATAGTAAGAAGTTC - - == - = - - - -
SVMbV  GGAGTATGGAGTACAATATATAGTA- GGAGT TG - - - - - - - - - -
SYW  CTGGGGACTGGGGTCTTATTTATAGC- AGACTCCA- - - - - - - - -
TGW  GGTAGTAAGGTAGCTCTTATATATTA- GAAGTTC- - - - - - - - - -
BDW  GGGAGTATTGGAGT TACTTATATACTAGAACCCTCAAT- - - - - -

G box Stem Loop Stem

ToMV  ATTAATCTGGT TCATACACGT GGCGGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCG
BGW  TTTAAGGATCTGIAGACACGT GGCGGCCATCCGCTATAATATTACCGGAT GGCCG

SMV  CT- AAGG------- GGCACGTGECGGCCATCCGT C- TAATATTACCGGATGGECCG
SYW  TATAATTTTTGATGGACACGT GECGGCCAT CCGCTATAATAT TACCGGAT GGECCG
TGW  CT- AAGG------- GEACGTAECCECCATCCGTI T- TAATATTACCGGATGECCG

BDW - CTGGITTCG - - GAACACGT GECGGCCATCCG TATAATATTACCGGATGGECCG

Figural3 —Andlise comparativa de sequéncia da regido comum de SMoV,
SYMV e Begomovirus indicados. As seqliéncias comparadas sao
delimitadas pelo “stem-loop”, e o sitio de AC1 esta presente na
regido comum. Os cis elementos evolucionariamente conservados
s0 identificados acima das sequéncias alinhadas. As sequéncias
foram alinhadas pelo método Clustal (DnaStar).

potencial, como sitio de ligacdo da proteina AC1, e a sequéncia TATA do
promotor do gene de AC1, uma sequiéncia conservada rica em G e denominada
G box, foram identificados na regido comum de SMoV e SYMV (Figura 13).
Estas seqliéncias conservadas tém sido caracterizadas como dominios funcionais
envolvidos na replicacéo e, ou, transcricdo do promotor de AC1 de TGMV
(HANLEY-BOWDOIN et a., 1999).

4.4. Organizacéo do genoma de SMoV e SYMV

Andlises de sequiiéncias dos componentes gendmicos clonados de SMoV e
SYMV evidenciaram que a organizacdo genética desses componentes sao
semelhantes a organizagdo dos componentes A de geminivirus bissegmentados
caracterizados (Figura 14). As ORFs representadas nos esguemas dos genomas
virais sdo designadas de acordo com a nomenclatura que identifica os genes

virais pelas fitas de DNA sentido complementar (C) e sentido do virion (V). Ha 4
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Sacl RC BamH| Sacl RC

BamH|

EcoRV

Ncol

SMoV - A
2669 pb

ACl AV1

Pstl

AC3 ’

AC2

Hindlll
ORF MM kDa) ORF MM (Da)
ACl 41,13 ACl 40,74
AC2 1404 AC2 14,49
AC3 14,9 AC3 1574
AV1 2994 AC4 951
AV1 27,9

Figura 14 — Mapas dos componentes gendmicos A de SMoV e SYMV. As ORFs
iniciando com o cédon ATG e codificando proteinas maiores que
10 kDa (exceto para AC4 de SYMV) sdo mostradas. RC representa a
regido comum para ambos 0S componentes e contém uma estrutura
em forma de grampo conservado em todos os geminivirus. As
tabelas mostram a capacidade codificadora de cada ORF. As
posicdes de algumas endonucleases de restricdo sdo indicadas. MM
representa a massa molecular de cada proteina.
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ORFs no componente A do SMoV e 5 ORFs em SYMV-A que potenciamente
codificam polipeptidios com massa molecular superior a10 KDa. As ORFs ACl,
AC2 AC3 e AV1 deduzidas pela sequéncia do componente A de SMoV e de
SYMYV sdo conservadas nos Begomovirus do ocidente. Entretanto, a ORF AC4,
ausente em SMoV, ndo é conservada dentro desse grupo. Por exemplo, o virus de
enrolamento da folha da abobora (SLCV) n&o possui em seu genoma uma ORF
gue codifica uma proteina homologa a AC4 (HILL et a., 1998). No Quadro 5, é
sumarizada a posicao das ORFs no genoma dos virus SMoV e SYMV, sendo a
posicdo inicial de cada ORF correspondente ao primeiro nucleotidio do codon
ATG, e a posicéo fina é indicada pelo dltimo nucleotidio de cada codon de
terminacdo. No Quadro 6, mostra-se a homologia em nivel de acido nucléico de
cada ORF dos componentes As dos virus SMoV e SYMV. De acordo com a
organizagdo do genoma desses geminivirus, as sequéncias de nucleotidios que
compdem cada ORF identificada possuem maior porcentagem de homologia com
as respectivas ORFs de geminivirus pertencentes ao género Begomovirus
(Quadro 6). Esses resultados indicaram gque os componentes virais clonados de
SMoV e SYMV sdo conservados em sequiéncia e organizagao com o componente
A de Begomovirus do Ocidente. Além disso, as sequiéncias de nucleotidios de
SMoV-A e SYMV-A ndo codificam uma ORF relacionada com V2, tipica de

Begomovirus, as quais possuem componentes Unicos.

Quadro 5 — Seguéncias abertas de leitura (ORF) capazes de codificar proteinas
maiores que 10 kDa e deduzidas da seqiéncia de nuclectidios de
SMoV e SYMV, respectivamente

ORF Fase Inicio Cobdon de Aminoacidos
ter minacdo

AV1 3+ 285 1061 258

1+ 283 1008 241
AC1 2- 2587 1463 374

2- 2539 1463 358
AC2 3- 1542 1153 129

3- 1542 1150 130
AC3 1- 1406 1008 132

1- 1406 1005 133
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Quadro 6 — Identidade de segiiéncia de nucleotidios entre as potenciais ORFs de
SMoV e SYMV, respectivamente, e geminivirus do género

Begomovirus
AV1 AC1 AC2 AC3
SMoV/SYMV_  SMoV/SYMV  SMoV/SYMV _ SMoV/SYMV
BDMV 94% / 87% 68% / 75% 72% 62% 79% / 75%
BGMV 93%/ 87% 68% / 70% 73% / 62% 79% / 79%
TGMV 89% / 84% 72% 1 71% 75% / 62% 81% / 62%
SiGMV 93% / 86% 69% / 74% 68% / 59% 829% / 80%

4.5. Classificagdo dos componentes SMoV-A e SYMV-A, utilizando-se
compar agdes de sequiéncias

Os genomas e ORFs de alguns geminivirus foram comparados para
obtencdo de arvores filogenéticas com o objetivo de classificar taxonomicamente
0s virus SMoV-A e SYMV-A de Sda rhombifolia. As sequéncias foram
alinhadas, usando-se 0 método “Clustal” de multiplo alinhamento de sequiéncias
(MegAlign) disponivel no programa DnaStar. Iniciamente, as sequéncias
completas de nucleotidios de SMoV-A e SYMV-A foram comparadas com 20
geminivirus pertencentes aos géneros dos Mastrevirus e Curtovirus e
componentes A dos Begomovirus. As seqliéncias dos virus foram escolhidas
aleatoriamente, de modo que um pequeno grupo de virus fosse representativo de
um ramo filogenético. As relagbes entre os 22 componentes virais S&0
apresentadas como uma arvore filogenética na Figura 15. A arvore tem distintos
ramos para os Mastrevirus (BeyDV, TYDV, WDV, DSV e MSV) e os
Curtovirus (BCTV, HrCTV e TPCTV) e uma separacéo entre os Begomovirus
dos hemisférios ocidental e oriental. Os componentes SMoV-A e SYMV-A
ocupam uma posicdo entre os Begomovirus bissegmentados do hemisfério
ocidental, havendo entre eles uma homologia de 86%. A posicdo filogenética de
SMoV-A e SYMV-A indica que esses virus, provavelmente, necessitam de um
componente B para se movimentarem e causarem infecdo Sistémica em seus
hospedeiros naturais. A distribuicéo de homologia da seqiiéncia de aminoacidos
das proteinas AC1s (Figura 16) foi similar aguela observada na seqiéncia
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SYMV.seq <—
: SiMOV.SEQ <€—
SLCV.seq
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SIGMV.SEQ
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L DSV.seq

92.7

90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Figura15—Arvore filogenética obtida do ainhamento da seqiéncia de
nucleotidios completa de componentes unicos de Curtovirus (C),
Mastrevirus (M) e componentes A de Begomovirus (B). Os
componentes de SMoV-A e SYMV-A, indicados pelas setas, se
agrupam entre os componentes A de Begomovirus do hemisfério
ocidental, ndo possuindo similaridade suficiente para se agrupar
entre 0s demais geminivirus.
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Figura16 —Arvore filogenética obtida do ainhamento de seqiéncia de
aminoacidos das proteinas ACL/C1 de Curtovirus (C), Mastrevirus
(M) e Begomovirus (B). As proteinas AC1 de SMoV e SYMV
possuem homologia suficiente para se agruparem entre as Rap dos
Begomovirus do Ocidente.
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completa de nucleotidios dos componentes A (Figura 15). Assim, também, a
filogenia da proteina do capsideo (Figura 17) e das proteinas AC2 e AC3
(Figuras 18 e 19, respectivamente) classificou 0s novos virus como especies
distintas do género Begomovirus, sendo relacionada com Begomovirus do

hemisfério ocidental.

4.6. Analise deinfectividade dos genomas vir ais clonados

O componente A dos virus SMoV e SYMV, clonados em 1,5 cOpia do
genoma viral, foi precipitado sobre particulas de tungsténio para propagacéo via
biolistica, com a finalidade de testar a infectividade dos componentes virais
clonados. As plantas Nicotiana benthamiana, Nicotiana glutinosa, tomateiros dos
cultivares LA 3474, East Miller e Santa Clara, Solanum nigrum, Nicandra
phisaloides, Datura stramonium e Sda sp. foram inoculadas via biolistica. Os
clones virais (1,5 de SMoV e SYMV) néo foram capazes de produzir infecéo
sistémica em nenhum dos hospedeiros testados quando inoculados sozinhos.

Esses resultados sdo consistentes com a classificagdo dos novos virus
como Begomovirus bissegmentados e indicam que ambos 0s componentes virais
clonados necessitam de um componente B cognato para infeccdo e
desenvolvimento de sintomas. Assim, diversas combinacdes entre SMoV-A ou
SYMV-A e componentes B de outros geminivirus foram avaliadas quanto a
capacidade de pseudo-recombinacdo em ensaios de infectividade. Tanto SMoV-
A quanto SYMV-A ndo foram capazes de formar pseudo-recombinantes com
TGMV-B e BGMV-B, conforme julgado pela total auséncia de sintomas em
Nicotiana benthamianas e Sda sp. inoculadas. Além disso, diagnéstico baseado
em PCR ndo detectou 0os componentes virais nessas plantas inoculadas. Assim,
também, as plantas indicadoras bombardeadas com a combinagdo SYMV e
pUFV 283, que consiste de um componente B de um novo geminivirus que
infecta tomateiro (GALVAO, R. e FONTES, E.P.B. (comunicac&o pessoa ), ndo

desenvolveram sintomas de infeccdo e ndo acumularam DNA viral.

! Pesquisadores da UFV.
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Figural7 —Arvore filogenética obtida do ainhamento de seqiéncia de
aminoacidos das proteinas AV1/V1 de Curtovirus (C), Mastrevirus
(M) e Begomovirus (B). As proteinas AV1 de SMoV e SYMV se
agrupam entre as do capsideo de Begomovirus do Oriente.

SiGMV.PRO
ToMoV.PRO
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Figura18 —Arvore filogenética obtida do ainhamento da seqiéncia de
aminoaciods das proteinas AC2 de Curtovirus (C) e Begomovirus
(B). As proteinas AC2 de SMoV e SYMV se agrupam entre as
proteinas AC2 de Begomovirus do ocidente, coerentemente com o
alinhamento obtido da seqiéncia de nucleotidios completa dos
componentes SMoV-A e SYMV-A (Figura 15).
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Figura19 —Arvore filogenética obtida do ainhamento da seqiéncia de
aminoacidos das proteinas AC3 de Curtovirus (C) e Begomovirus
(B). As proteinas AC3 de SMoV e SYMV se agrupam entre as
proteinas AC3 de Begomovirus do Ocidente, coerentemente com o
alinhamento obtido da seqUéncia de nucleotidios completa dos
componentes SMoV-A e SYMV-A (Figura 15).

Provavelmente, as combinagdes usadas ndo formaram pseudo-recombinantes, ou
as funcbes de movimento fornecidas a SYMV-A ndo foram eficientes para
promover o deslocamento do virus na planta, pelo menos naquel as testadas.

Alternativamente, esses resultados indicaram que SYMV-A ndo é
funcional para replicacdo e transativagdo. A amplificagcdo por PCR do genoma
viral para clonagem pode ter gerado uma mutacdo que impediu a replicacéo do
SYMV-A. Ensaios em protoplasto possibilitardo determinar a capacidade de
replicagdo do componente A de SYMV clonado. Em contraste, Nicotiana
benthamiana bombardeada com a combinacdo SMoV e pUFV283 apresentou
sintoma tipico de infecdo por geminivirus, cujo diagnostico de infecéo foi
confirmado por “Southern-blot”, usando-se sondas especificas para SIMo-A e
pUFV 283.

O fragmento de BamHI/Pstl de SYMV, que se hibridiza com SMoV
(Figura 20, linha 6) em médias condicGes de adstringéncia (60°C) e ndo se
hibridizacom TGMV (Figura 20, linhas 3 e 4) e com BGMV (Figura 20, linhas 2

e 3), foi utilizado como sonda. O resultado da hibridizagéo indicou a presenca da
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Figura20 —Identificacdo de sonda virus-especificaa. DNAs plasmidiais de
TGMV-A (linha 1), TGMV-B (linha 2), BGMV-A (linha 3),
BGMV-B (linha 4), SYMV (linha 5) e SMoV (linha 6) foram
separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nailon e
hibridizados com pUFV 173 em médias condicfes de adstringéncia
(60°C).

forma replicativa de SMoV no DNA total de Nicotiana benthamiana infectada
com SMoV e pUFV 283 (Figura 21, linha 3), mas ndo no DNA total de
Nicotiana benthamiana sadia (Figura 21, linha 2) e Nicotiana benthamiana
infectada com TGMV (Figura 21, linha 1). Entretanto, o componente B derivado
de pUFV 283 ndo foi detectado em Nicotiana benthmiana infectada com a
combinagdo SMoV e pUFV 283, usando-se sonda especifica para esse
componente (dado n&o mostrado). Apesar disso, 0 acimulo de um componente B
de Begomovirus nessas plantas infectadas foi confirmado por PCR (Figura 22,
linha 2). A clonagem e o sequenciamento do fragmento amplificado indicaram a
presenca de TGMV-B nessas plantas infectadas. Similarmente, TGMV-A foi
detectado por PCR (Figura 22, linha 1) e por sequenciamento do produto
amplificado (dado ndo mostrado). Provavelmente, a contaminacéo dessas plantas
com TGMYV foi devida a ataincidéncia de moscas brancas na casa de vegetacéo
e a presenca de plantas infectadas com TGMV, usadas como controle.

Coletivamente, esses resultados indicam que SMoV né&o é capaz de formar
pseudo-recombinante com pUFV 283, mas o componente B de TGMV € capaz
de promover o seu movimento sistémico, desde que TGMV-A sgja fornecido em
trans para garantir propagacdo de TGMV-B. Além disso, esses resultados
indicaram, biologicamente, que o componente A de SMoV clonado € funcional,
com a capacidade de se auto-replicar em Nicotiana benthamiana.
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Figura2l — Deteccdo molecular de SMoV-A em plantas bombardeadas. DNA
total extraido de Nicotiana benthamiana bombardeada com TGMV
(linha 1), Nicotiana benthamiana sadia (linha 2), Nicotiana
benthamiana bombardeada com SMoV e pUFV 283 (linha 3), DNA
plasmidial de SMoV (linha4) e DNA plasmidia de pUFV283 (linha
5) foram separados por eletroforese, transferidos para membranas de
nailon e hibridizados com a sonda especifica para SMoV e pUFV
173.

M 12 3456

Figura22 — AmplificacBo de DNA vira extraido de Nicotiana benthamiana
infectada via biolistica com SMoV e pUFV 283. DNA total de
Nicotiana benthamiana infectada com SMoV e pUFV 283 ( linhas 1
e 2), com TGMYV ( linhas 5 e 6) e sadias (linhas 3 e 4) foi submetido
a reacdo de PCR, usando-se oligonucleotidios especificos para o
componente A (linhas 1, 3 e 5) e componente B (linhas 2, 4 e 6) de
Begomovirus. O tamanho dos fragmentos amplificados € indicado na
esguerda. M corresponde a padrdoes de DNA.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Duas amostras de Sda rhombifolia com sintomas tipicos de infegdo vira
foram analisadas por PCR e “Southern blot”, a fim de identificar o agente
causador dos sintomas. Ambas as amostras amplificaram fragmentos de
tamanhos especificos na presenca de oligonucleotidios degenerados para o
componente A de geminivirus do género Begomovirus e se hibridizaram com o
componente A de TGMV. Entretanto, apenas uma das amostras de Sda infectada
amplificou um fragmento especifico na presenca de oligonucleotidios
degenerados para 0 componente B de Begomovirus. Essa amostra foi utilizada
para propagacdo do virus em Nicotiana benthamiana, resultando no
desenvolvimento de um sintoma caracterizado como mosgueado.

Para clonagem dos componentes gendmicos virais, duas estratégias foram
utilizadas. O componente A do virus propagado em N. benthamiana foi clonado
no sitio da enzima de restricdo Ncol (pUFV 135), identificado no fragmento
parciad do genoma viral clonado. Para isso, DNA total de N. benthamiana
infectada foi digerido com Ncol e indiscriminadamente clonado no sitio Ncol de
pUC 118. O clone pUFV 135 foi isolado por meio de hibridizagdo com a sonda
heterdloga, que corresponde ao componente A de TGMV. A outra amostra de
Sda rhombifolia infectada, apresentando sintoma tipo mosaico, foi utilizada para
clonagem direta do componente A identificado, utilizando-se oligonucleotidios
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especificos para amplificagdo do genomaviral completo, flanqueado pelo sitio da
enzimaBamHI e posteriormente utilizado para clonagem.

A identidade dos dois componentes virais clonados foi confirmada por
meio de “Southern blot”, usando-se sondas heterdlogas especificas para o
componente A. Os resultados de andlise de sequiéncias forneceram evidéncias
conclusivas de que os dois genomas virais clonados correspondem a
componentes As de dois novos Begomovirus bissegmentados. A porcentagem de
homol ogia desses genomas virais clonados com geminivirus ja caracterizados foi
inferior a 90%, o que permitiu classificadlos como novas espécies. Ambos os
virus clonados possuem organizagdo gendmica similar aos componentes As de
Begomovirus bissegmentados. Além disso, anadises filogenéticas, utilizando-se
comparagdo de sequéncias, classificaram os dois componentes clonados como
Begomovirus do hemisfério ocidental. Assim, os novos geminivirus foram
denominados virus do mosaico amarelo de Sda, SYMV e virus mosgqueado de
Sda, SMoV.

Além da andlise de seqléncia, ensaios biologicos de infectividade
comprovaram a natureza bissegmentada dos novos geminivirus identificados. A
analise de infectividade dos genomas virais clonados foi feito por biolistica,
utilizando-se plantas indicadoras. Nenhum dos componentes SYMV-A e SMoV -
A foram capazes de infectar N. benthamiana e Sda sp. sozinhos. No entanto, na
presenca de TGMV-A e TGMV-B, SMoV-A foi capaz de movimentar
sistemicamente em N. benthamiana, uma vez que SMoV-A foi detectado por
“Southern blot” nas folhas apicais dessas plantas infectadas. No entanto, TGMYV,
BGMV ou um componente B de um novo geminivirus clonado detectado em
tomateiros ndo foram capazes de complementar as fun¢des de movimento de
SYMV-A e promover o deslocamento do virus na planta. Esses resultados
indicam que as fungdes de movimento de SYMV s&o virus-especificas e que os
componentes Bs heterdlogos usados ndo exibem os determinantes de
especificidades requeridas para complementar a infectividade de SYMV.
Alternativamente, os resultados da presente pesquisa evidenciaram que o
componente A de SYMV-A clonado ndo é funcional para replicacdo ou
transativagdo, pelo menos nas plantas indicadoras testadas.
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